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I 
 
Resumen 
 
Con el objetivo de identificar y caracterizar bacterias acido lácticas BAL de 
origen porcino asociadas al estado de sanidad intestinal de los lechones 
posdestete, se llevó a cabo un experimento donde se aislaron 38 cepas de BAL 
para evaluar su potencial de colonización del tracto gastrointestinal a través de 
la prueba de in vitro de adhesión y aglutinación a mannosa. Se seleccionó la 
BAL L605 y se evaluó su capacidad para fermentar alimentos balanceados 
basados en maíz y soya, utilizados en lechones destetos a los 21 días de edad. 
A través de la metodología de Reacción en Cadena de la Polimerasa PCR, se 
determinó que la cepa seleccionada pertenecía a la especie Lactobacilus 
plantarum. Posteriormente se utilizaron 18 lechones en la fase de lactancia, 
destete y post destete distribuidos en tres tratamientos (n=6) CT+: Tratamiento 
control positivo (con el antibiótico clortetraciclina clorhidrato); CT- : Tratamiento 
control negativo sin adición de BAL y sin antibiótico, y T Fermentado: 
Tratamiento fermentado con la adición de la BAL L605. Se observó diarrea en 
algunos animales del tratamiento CT+. Se tomaron  muestras de alimento y 
materia fecal de los tres tratamientos a los 15, 22 y 26 ±1 días de edad.  Las 
muestras de alimento y materia fecal fueron estandarizadas para detectar y 
cuantificar la especie L. plantarum por el método molecular de reacción en 
cadena de la polimerasa en tiempo real (Q-PCR). Con el fin de identificar de 
manera rápida la BAL L605 en cualquier muestra de interés, se utilizó la técnica 
de Amplificación del ADN Polimórfico al Azar (RAPD), por medio de la creación 
de primers específicos. Se logró aislar la BAL L605 con características 
probióticas y reproducirla para fermentar alimentos de lechones. A través de las 
técnicas moleculares fue posible detectar y cuantificar la BAL inoculada en el 
alimento y en las heces de los animales. La adición de un microorganismo 
como la BAL L605 con acción probiótico puede ser una opción para prevenir  
los problemas de salud intestinal a los lechones destetados precozmente. 
 
Palabras claves: Probióticos, Bacterias Ácido Lácticas, Salud y Nutrición 
Animal, Lactobacillus plantaru, Lechones. 
 
II 
 
Abstract 
 
In order to identify and characterize lactic acid bacteria (LAB) associated with 
porcine intestinal health status of piglets after weaning, an experiment was 
conducted where 38 LAB strains were isolated to assess their potential for 
colonization of the gastrointestinal tract through testing and adhesion to 
mannose in vitro. LAB L605 was selected and tested for its ability to ferment 
balanced meals based on corn and soybeans, used in piglets weaned at 21 
days of age. By Polymerase Chain Reaction (PCR), we determined that the 
selected strain belongs to the species Lactobacillus plantarum. In the feeding 
experiment, 18 piglets were used in the phase of lactation, weaning and post-
weaning divided into three treatments (n = 6) CT +: positive control treatment 
(with the antibiotic chlortetracycline hydrochloride); CT -: negative control 
treatment without added LAB and without antibiotic, and T Fermented: 
fermented with the addition of LAB L605 . Diarrhea was observed in some 
animals in the CT + treatment. Feed samples and feces of the piglets of the 
three treatments at 15, 22 and 26 ± 1 days of age were studied. Samples of 
food and feces were standardized to detect and quantify the species L. 
plantarum molecularly by real time quantitative Polymerase Chain Reaction 
(qRT-PCR). To quickly identify the LAB L605 in any sample of interest, the 
technique of DNA amplification Random Polymorphic (RAPD) was used, 
through the creation of specific primers. using molecular techniques it was 
possible to detect and quantify the LAB inoculated in the feed and excreted in 
the feces of animals. The addition of a microorganism such as LAB L605 with 
probiotic activity may be an option to prevent intestinal health problems in early 
weaned piglets. 
 
Keywords: Probiotics, Lactic Acid Bacteria, Animal Health and Nutrition, 
Lactobacillus plantarum, piglets. 
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INTRODUCCIÓN 
 
Colombia cuenta con una población porcina cercana a los 3.938.587 animales, 
distribuidos en 197.305 predios distribuidos principalmente en los 
departamentos de Antioquia, Valle del Cauca y Cundinamarca (ACP, 2014). La 
alimentación de alto precio en la etapa después del destete es considerada la 
más delicada del ciclo de vida del cerdo por las dificultades de salud y pérdidas 
de productividad (Wallgren, 2001). La ausencia de la leche materna y el cambio 
repentino a un alimento sólido, baja la ingesta y causa disfunciones digestivas, 
diarrea, disminuye el crecimiento y con frecuencia ocasiona la muerte 
(Cromwell, 2002). Es por esta razón que se ha generalizado el suministro de 
antibióticos preventivos en los alimentos, sin embargo su uso exagerado en la 
producción porcina ha generado la aparición de cepas patógenas cada vez 
más resistentes (Oyetayo, 2005) con implicaciones negativas en la salud 
humana y animal. Se ha estudiado el uso de bacterias ácido lácticas (BAL), 
como opción a los antibióticos porque ayudan a disminuir las diarreas que 
afectan el equilibrio gástrico del animal. La inoculación de BAL en las dietas de 
los animales, regula las condiciones de pH y el comportamiento de los 
microorganismos en el tracto gastrointestinal, mejorando los parámetros 
productivos (Pérez, 2006; Oyetayo, 2005).  
 
 
El uso de promotores de crecimiento naturales como las BAL, son capaces de 
modificar la microflora del organismo humano o animal y sustituir los 
microorganismos nocivos por microorganismos benéficos (Metchnikoff, 1907). 
Las BAL  son una alternativa a los antibióticos, logrando que los sistemas de 
producción sean más rentables sin hacer necesario el uso de los anteriores 
aditivos (Antibióticos), que podrían suponer un riesgo para la salud del 
consumidor como también para el medio ambiente (Caja et al., 2003).  
Para las BAL su potencial de crecimiento y funcionalidad depende del medio en 
que se inoculen y las condiciones anaeróbicas que se les brinden para que 
ocurra el proceso de la fermentación (Vallejo, 1995). Una acción probiótica se 
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genera a partir de  cultivos simples o mezclados de microorganismos vivos que 
aplicados a los animales o al hombre, benefician al hospedador mejorando las 
propiedades de la microflora intestinal (Havenaar, 1992). Las bacterias 
benéficas  encapsulan  las no benéficas causantes de diarreas y disfunciones 
como Escherichia coli, Clostridium perfringens, Salmonella y Typhimurium 
(Jurado y otros,  2009). Algunas bacterias ácido lácticas como Lactobacillus 
plantarum poseen propiedades de adhesión a las paredes del epitelio intestinal 
y la capacidad de multiplicarse en el lugar de fijación en el Tracto 
Gastrointestinal (TGI) (Briizuela, 2003). 
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1 OBJETIVOS 
 
 
General: 
Evaluar el aislamiento, selección y caracterización de una bacteria ácido láctica 
porcina como probiótico en lechones post destete. 
 
Específicos: 
 Aislar de la población microbiana presente en la leche de cerda una 
cepa bacteria con potencial ácido láctica para inocular en el alimento 
balanceado para lechones destetos a los 21 días. 
 
 
 Caracterizar molecularmente la cepa bacteriana aislada de la leche de 
cerda e inocularla en el alimento balanceado y poder detectarla en la 
materia fecal de los lechones. 
 
 Diseñar primers diagnóstico mediante la extracción de ADN de la cepa 
seleccionada que permita su detección en el alimento balanceado y en 
la materia fecal de los lechones. 
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2 MARCO TEÓRICO 
 
2.1 Destete precoz de lechones 
 
El lechón destetado a los 21 días o antes no dispone de un mecanismo eficaz 
para su termorregulación debido al poco espesor de su tejido adiposo 
subcutáneo, la delgado de su piel y la escasez de pelos (ITP, 1992). La 
capacidad de ingestión es muy limitada en los primeros días post-destete 
debido principalmente a la baja digestibilidad del alimento y déficit energético 
provoca frecuentemente pérdidas de peso (Tolplis, 1995)  que puede corregirse 
mediante el manejo y el suministro de un alimento apetecible, rico en nutrientes 
asimilables y probióticos que reemplacen el uso de los antibióticos (Havenaar, 
1992).  
 
2.1.1 Alimentación de los lechones destetados precozmente 
 
Se fabrican industrialmente alimentos con materias primas o subproductos de 
alta calidad que al ser mezcladas llenan los requerimientos nutricionales, de los 
lechones en reemplazo de la leche materna (Goodband, 1995). Cuanto mayor 
es la digestibilidad de los nutrientes en la dieta de destete, menos sustrato 
estará a disposición de los agentes patógenos en el intestino grueso; así 
mismo, la digestibilidad de los nutrientes en las dietas de destete se puede 
mejorar cambiando la forma física de la dieta, que puede ser  granulada o 
líquida (James, 1984; Fuller, 1992). 
 
La dieta líquida es una forma de suministrar a los lechones el alimento 
concentrado se derivan del maíz y soya en adicción de agua presentando una 
mejor aceptación debido a que el animal viene de suplir sus requerimientos a 
través de la leche materna, en forma líquida por lo tanto hay mejor aceptación 
del animal por la dieta solida (Choct et al., 2004). 
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2.1.2 Dietas fermentadas de acción probiótica 
 
La microbiota intestinal de los animales, está influenciada por la edad, la dieta, 
el uso de antibióticos y el estado de salud en que se encuentre el animal 
(Parkes et al., 2009) en  estudios previos, se ha demostrado que los probióticos 
previenen episodios de diarreas relacionadas con el consumo de materias 
primas que desequilibran la microflora intestinal en lechones post destete 
(Maxwellaet al., 2004; Figueroa, 2006). Ocasionando estrés y cambios en la 
inmunidad debido a la colonización por patógenos como Escherichia coli, 
Clostridium perfringens, Salmonella spp y rotavirus (Verdenelli et al., 2009). 
 
 
La alimentación líquida (Deprez, 1987; Yang, 2001; Scholten, 2002) y 
fermentada puede beneficiar a los lechones mediante el aumento de altura de 
las vellosidades intestinales y la concentración de ácido láctico como producto 
de las bacterias (Van Winsen, 2001). Las BAL pueden disminuir el estrés del 
destete como también mejorar el valor nutritivo de los granos de cereales, 
debido al aumento de la actividad inherente de enzimas endógenas en los 
granos presentes en los alimentos balanceados (Choct, 2004).  
 
La alimentación líquida con dietas fermentadas o con precursores de 
crecimiento, requiere la adición de un inóculo que permita ayudar a la 
fermentación (Briizuela, 2003); usualmente se prepara con una proporción 
determinada de agua más un acidificante como extracto de plantas o bacterias 
que añadidas a la dieta pueden mantener un pH entre 3,5 a 4,5 en el TGI 
(Wang et al., 2004). 
 
Los probióticos interactúan con la microbiota intestinal y con los receptores de 
la pared intestinal produciendo variedad de efectos benéficos en el hospedador 
(S. Salminen et al., 2010). 
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2.2 Antibióticos 
 
Los antibióticos son considerados sustancias químicas o naturales que 
adicionadas a la alimentación de animales domésticos causan un efecto de 
inhibición a microorganismos de acción patogénica, los cuales por lo general 
conllevan a la muerte de los animales además de ser los responsables en la 
inducción de alergias y resistencia de bacterias (Ocampo, 2007). Con 
frecuencia el término se usa erróneamente para referirse a organismos 
comensales con beneficios habituales en la salud o falsamente se limita a 
bacterias de origen humano (Foligné et al., 2010); los efectos benéficos de los 
antibióticos deben demostrarse en animales y humanos (FAO y OMS, 2001; 
Azaïs-Braesco et al., 2010). 
 
En general, se acepta que los efectos benéficos de los antibióticos promotores 
de crecimiento son la consecuencia de la supresión de algunas bacterias 
patógenas en el tracto digestivo del animal, lo cual conlleva a una mayor 
utilización en la asimilación de los concentrados y a la estimulación de los 
procesos metabólicos debido al estado de inmadurez del animal (Cooper, 2008; 
Jones, 1984).  
 
 
El uso de antibióticos promotores de crecimiento (APC) como aditivo 
antimicrobiano en el alimento, en concentraciones subterapéuticas, aumenta el 
rendimiento y la productividad de los animales, a través del control de bacterias 
patógenas inhibiendo  crecimiento, manteniendo sano el tracto digestivo del 
animal y mejorando el aprovechamiento de los nutrientes contenidos en los 
alimentos; sin embargo, la preocupación de los consumidores sobre el posible 
traslado de la resistencia antibiótica a  patógenos causantes de enfermedades 
humanas ha provocado la prohibición de la mayoría de los antibióticos 
promotores del crecimiento (Miles, 2002). 
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Freter en el año 1950, mostró un amplio panorama acerca de los antibióticos 
que destruían la microbiota intestinal de ratones haciéndolos vulnerables a 
patógenos como Salmonella y Shigella (Verdenelli et al., 2009).  
 
 
2.3 Probióticos 
 
El término probiótico, derivado de bios, significa “por la vida”.  Considerado un 
ingrediente funcional en el alimento (Jankovic et al., 2010). Según la FAO, son 
microorganismos vivos que ejercen una acción benéfica sobre la salud del 
huésped al ser administrado en cantidades adecuadas, además de ser una 
opción de contrarrestar el uso de antibióticos. 
 
 
Estudios previos en Japón entre los años 1940 y 1950 sobre la especie 
Lactobacillus casei y algunas especies de Bifidobacterium demostraron que 
estas bacterias son capaces de proteger a ratones jóvenes de infecciones 
intestinales asociadas a los efectos benéficos de las BAL. A partir del año 1960 
se acuñó la palabra probiótico para designar las sustancias producidas por 
microorganismos que promovían el crecimiento de otros microorganismos (Lilly 
y Stillwell, 1965). Posteriormente, Fuller en el año1989, definió como un 
suplemento alimentario microbiano vivo que afecta de forma beneficiosa al 
animal huésped a través de la mejora de su balance microbiano intestinal. 
Gibson, 1999 realizó un cambio en el concepto, considerando que un probiótico 
es un microorganismo vivo que al ser ingerido en cantidades suficientes ejerce 
un efecto positivo en la salud más allá de los efectos nutricionales tradicionales 
(Fooks et al., 1999; Ljungh y Wadström, 2009). 
 
 
Algunos probióticos estimulan la producción de mucina en el TGI que compiten 
con las bacterias patógenas por adherirse  modificando las toxinas derivadas 
por patógenos (Warren et al., 2007); Los probióticos presentan un efecto 
benéfico en el tracto gastrointestinal del hospedero puesto que ejercen efectos 
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positivos en el sistema digestivo y tienen la capacidad de modular el sistema 
inmune contribuyendo al buen estado de la salud (Mattila- Sandholm et al., 
1999; Marteau et al., 2002). 
 
 
Las bacterias con acción probiótico, especialmente cepas de Lactobacillus 
tienen habilidad para influir en la colonización de  pared intestinal (Fenell y 
Michetti 2003; Hamilton-Miller, 2003) inhibiendo las infecciones gástricas 
causadas por bacterias patógenas como es el caso de diarreas por ocurrencia 
de Escherichia coli (Dobrogsz, 1991) en animales y humanos a partir de 
metabolitos (Sgouras et al., 2004; Wang et al., 2004). 
 
 
 Como probióticos se establecen cepas pertenecientes a los géneros 
(Lactobacillus y Bifidobacterium) aunque se emplean otros géneros como 
(Enterococcus, Streptococcus y Saccharomyces) (Idoui et al., 2009). Las cepas 
probióticas pueden ser autóctonas o alóctonas (Quigley, 2010), cada una tiene 
características particulares y con diferente potencial benéfico para la salud 
animal (Warren et al., 2007). La respuesta a la dosis suministrada aún no está 
claramente definida (Salminen et al., 1999) pero se cree que es una alternativa 
al uso de antibióticos, mediante la inclusión de bacterias ácido lácticas con 
acción probiótico que permiten equilibrar la microbiota intestinal del animal. 
 
 
2.4 Bacterias ácido lácticas (BAL) 
 
Las bacterias ácido lácticas son microorganismos que no forman esporas, son 
inmóviles, cocos o bacilos con bajo contenido de guanidina y citosina, que 
asociados por sus características metabólicas y fisiológicas comunes por ser 
Gram-positivas y facultativas constituyen un vasto conjunto de 
microorganismos benignos, dotados de propiedades similares, que fabrican 
ácido láctico como producto final del proceso de fermentación (Berrecal, 2002) 
se encuentran en grandes cantidades en la naturaleza, así como en el aparato 
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digestivo de los monogastricos. Aunque se les conoce sobre todo por su labor 
de fermentación de subproductos, las BAL incrementan el desempeño y la 
salud de los animales de interés zootécnico (aves, cerdos, bovinos) 
(Ramasamy et al., 2010) promoviendo la salud del tracto gastrointestinal. 
  
 
De acuerdo con varios investigadores, las BAL no solamente interviene en los 
mecanismos inmunológicos del tracto gastrointestinal, sino que también 
funcionan en la modulación y protección de la pared epitelial mejorando la 
absorción de los nutrientes (Foligné, 2010; Salminen, 1999; Ramasamy et al., 
2010). Las bacterias presentes en el intestino producen variedad de sustancias 
como ácidos grasos, peróxidos, bacteriocinas que pueden inhibir el crecimiento 
de bacterias patógenas (Quigley, 2010). 
 
2.4.1 Clasificación de bacterias ácido lácticas 
 
El grupo de las BAL está formado por los siguientes géneros: (Aerococcus, 
Alloiococcus, Carnobacterium, Dolosigranulum, Enterococcus, Globicatella, 
Lactobacillus, Lactococcus, Lactosphaera, Leuconostoc, Oenococcus, 
Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus y Weisella). Dicha 
clasificación corresponde a características similares entre ellas como 
morfológicas, metabólicas, fisiológicas, de crecimiento a diferentes 
temperaturas, configuración del ácido láctico producido, capacidad de crecer a 
elevadas concentraciones de sales y en la tolerancia ácido-base (Axelson, 
1998).  
 
2.4.2 Propiedades bioquímicas de las bacterias ácido lácticas 
 
Las BAL acorde con los productos finales de la fermentación de carbohidratos 
solubles  se dividen en homofermentativas L (+); heterofermentativas D (-) y 
facultativas. En el metabolismo homofermentativo, se produce 
predominantemente ácido láctico y las bacterias usan la hexosa. Algunas de 
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las bacterias que tienen este metabolismo presentan, en la fermentación 
heteroláctica una formación de xilulosa-5 fosfato por el sistema glucosa-6 
fosfato deshidrogenado. Por lo anterior se puede decir que las 
heterofermentativas son más importantes que las homofermentativas  (Jagnow, 
1991) debido a rutas para producir ácido láctico.  
 
Homofermentativas 
Utilizan la ruta Emben Meyerhoff para convertir 1 mol de glucosa en dos moles 
de ácido acético (Almanza, 1991) además de producir más de 85% de ácido 
láctico de la glucosa. 
 
Heterofermentativas 
Estas bacterias producen cantidades equimolares es decir 1 mol de lactato, 
oxígeno y etanol a partir de glucosa usando hexosa monofosfato o la vía de las 
pentosa, generando la mitad de la energía del grupo homofermentativo 
(Jagnow, 1991) 
 
Estas bacterias generalmente se encuentran en plantas y productos lácteos en 
descomposición produciendo ácido láctico como producto metabólico final de la 
fermentación de carbohidratos. Las BAL son fermentadoras de diferentes 
sustratos generándose una acidificación que produce la inhibición del 
crecimiento de agentes que causan descomposición, algunas BAL son 
productoras de bacteriocinas, las cuales son sustancias controladoras del 
crecimiento del microorganismo no benefico. La importancia de las BAL es por 
ser consideradas no peligrosas, debido a que están presentes en alimentos y 
su contribución como flora saprófita de las superficies mucosas humana y 
animal (Madigan, 2004). 
 
11 
 
La resistencia a la acidez gástrica, sales biliares y variables de pH son 
características importantes en la determinación de una BAL como inoculo en la 
producción animal, puesto que es necesario que lleguen vivos al final del 
intestino delgado y ciego para ejercer efectos inmunomodulador del epitelio 
intestinal (Ramasamy et al., 2010). 
 
 
La adherencia a la mucosa intestinal es una medida prioritaria a la cual debe 
someterse el microorganismo probiótico ya que la adhesión de microbiota 
competitiva, desarrolla la actividad microbiana que favorece el desplazamiento 
de patógenos permitiendo la colonización transitoria  de la cepa (Kirjavainen et 
al., 1998). Hay pocos estudios sobre las interacciones de probióticos en 
relación con las propiedades de adhesión en el intestino. La caracterización de 
los productos probióticos a nivel de género, especie y cepa es fundamental de 
un microorganismo inocuo y seguro denominado GRAS (Generally Regarded 
As Safe), en el estudio de sus efectos biológicos y clínicos (Azaïs-Braesco et 
al., 2010). Sin embargo, se mencionan que esta mediada por la unión de 
proteínas de la superficie bacteriana como lecitinas a oligosacáridos del tejido 
presentes en la superficie. Permiten que la adhesión puede ser no específica 
debido a las interacciones hidrofóbicas con la superficie intestinal (Van den 
Abbeele et al., 2009) otro mecanismo de adhesión para algunas especies de 
Lactobacillus es la vinculación a algunos glicoesfingolípidos específicos. 
Algunas cepas de Bifidobacterium poseen la enzima 1,2-a-L-fucosidasa 
implicada en la adhesión en el tracto intestinal (Yamamoto y Katayama, 2004). 
 
2.4.3 Efecto de las BAL sobre la nutrición 
 
Las bacterias ácido lácticas, son las responsables del proceso de fermentación 
láctica en la primera porción de tracto gastrointestinal, de esta forma se 
aumenta la disponibilidad de proteínas, aminoácidos y péptidos por su acción 
proteolítica la cual es limitada (Fooks et al., 1999); debido a esta razón, la 
utilización de bacterias para aumentar la asimilación de los alimentos, que al 
ser consumidos por el hombre o animal no son muy aprovechables, como 
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pacientes intolerantes a la lactosa los cuales, corren el riesgo de disminuir los 
niveles de calcio y vitamina D existiendo predisposición a sufrir enfermedades 
como la osteoporosis, hace que las BAL sean una fuente confiable a la solución 
de intolerancia  estimando que 65-75% de la población mundial tienen bajos 
niveles de lactasa (McCray, 2003). Las bacterias productoras de ácido acético 
y d-galactosidasa son capaces de aumentar la actividad de la lactasa, 
reduciendo los posibles problemas de asimilación (Fooks et al., 1999; Vesa et 
al., 2000). 
 
 
Los lechones están expuestos a diario a millones de microorganismos 
patogenos, cuando consumen la cama, suelo o el estiércol de sus compañeros 
de camada (Vesa et al., 2000). Bacterias, tales como la Escherichia coli, 
Clostridium y Salmonella son patógenas, causales de enfermedades  cuando 
se consumen debido a que  viajan a través del tracto digestivo  infectando  las 
células epiteliales del intestino del hospedero (Ferket, 2002). 
 
2.4.4 Alimentos fermentados para lechones destetos 
 
La fermentación de los alimentos mediante la inoculación de las BAL disminuye 
los valores del pH la presencia de azúcares simples (glucosa y frutosa) y de pH 
ácido, dará lugar a una fermentación por bacterias lácticas que modificarán el 
ambiente, impidiendo el crecimiento de otros microorganismos,  a pH bajos 
debido a la formación de lactato a partir de azúcares, protegiendo del deterioro 
causado por otros tipos de bacterias (Canibe, 2012).  
 
Las moléculas  (almidón y glucógeno) no son directamente fermentables; pero 
pueden hacerse fermentables mediante la adición de enzimas sacarolíticas de 
otros orígenes como las producidas por la germinación de la cebada durante la 
producción de la cerveza o las producidas por hongos como Aspergillus 
(Almenza, 1991). 
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2.5 Técnicas de laboratorio para la evaluación del efecto probiótico de las 
BAL 
 
Un diagnóstico microbiológico es el conjunto de procedimientos y técnicas 
complementarias empleadas para establecer la etiología del agente 
responsable de una enfermedad infecciosa y poder así proceder a su 
tratamiento, en caso de que fuera necesario  las medidas correspondientes 
para evitar la diseminación del patógeno, es decir, son específicas para la 
cuantificación y detección de la BAL (Pieper, 2009). 
 
Para la identificación es imprescindible la labor del laboratorio, que aporta 
datos preliminares o definitivos sobre los agentes patológicos causantes de la 
afección; para ello se lleva  un procedimiento ordenado que comprende: toma 
de muestras (esputo, sangre, heces, tejidos) que dependerán de la sospecha 
de procedencia de la afección, observación al microscopio si procede, 
obtención de colonias aisladas, cultivo, Identificación del género y de la especie 
mediante test bioquímicos, genéticos, inmunológicos test de sensibilidad a los 
antibióticos (punto de corte, antibiograma, MIC) (Madigan, 2004) 
 
2.5.1 Prueba mannosa 
 
La utilización de pruebas microbiológicas como la adhesión y aglutinación a 
mannosa (Pretzer et al., 2010) es un método que permite in vitro simular el 
comportamiento de las bacterias ácido lácticas en el trato gastrointestinal del 
animal. La aglutinación es un indicador de comportamiento de las bacterias 
ácido lácticas en forma y calidad de colonizar las paredes intestinales y 
aumentar el tamaño de microvellosidades (Beuvier et al., 1997). 
 
La prueba de adhesión y aglutinación a mannosa es útil para determinar de 
manera in vitro, el comportamiento mediante la mayor cantidad de aglutinación 
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y adherencia a las paredes del TGI del cerdo (Pretzer et al., 2010) para que 
posteriormente sea inoculada en campo, es decir, simulando las condiciones 
de vida de las bacterias en el TGI. 
 
Las pruebas in vitro son pruebas piloto las cuales encierra todo el conjunto de 
fenómenos observados en el laboratorio, a partir de productos biológicos vivos 
para mantener organismos vivos (células, espermatozoides, óvulos, virus, 
Bacterias, Hongos, etc.). En condiciones diferentes a las naturales, con 
técnicas de laboratorio para luego ser aplicadas en campo (Fernández, 1997). 
 
2.6 Técnicas moleculares para la identificación y cuantificación de bacterias 
específicas 
 
Desde la década de 1950 y 1960, los biólogos moleculares se caracterizan por, 
aislar y manipular los componentes moleculares de las células y organismos. 
Estos componentes incluyen el ácido desoxirribonucleico (ADN) y el repositorio 
de información genética ácido ribonucleico (ARN) (Judson, 1979). Para realizar 
este proceso se inicia con la extracción de ADN, visualización del ADN en un 
gel de agarosa para determinar el estado en que se encuentra, selección de los 
primers para realizar amplificación de la región conservada 16s que permita la 
cuantificación del microorganismo que se inoculo por medio de la técnica de 
reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real (Q-PCR), por ultimo a 
partir de la secuencia de la cepa inoculada generar por medio bioinformática el 
diseño de primers específicos haciendo uso de la técnica de amplificación del 
ADN polimórfico al azar (RAPD) o que permitan con estos primers específicos 
la rápida detección de presencia o ausencia de la bacteria inoculada como un 
test diagnóstico (Williams, 1990). 
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2.6.1 Extracción de ADN 
 
La búsqueda de un eficiente método de extracción significa más ADN de 
mayor calidad y rendimiento. Esto ha llevado al desarrollo de una variedad 
de protocolos, sin embargo los fundamentos de extracción de ADN siguen 
siendo los mismos. El ADN debe ser purificado de material celular de una 
manera que impida la degradación (NCBI, 2014). 
 
2.6.1 Amplificación de los genes de interés 
 
Un gen es una unidad de información dentro del genoma que contiene todos 
los elementos necesarios para su expresión de manera regulada. Se 
aprovecha esta característica para transferir genes de un organismo a otro y 
expresarlos (producir las proteínas para las cuales estos genes codifican) en 
organismos diferentes al de origen. Al obtener el nuevo ADN con la ayuda de 
técnicas moleculares se verifica si el gen de interés se expresa o no (NCBI, 
2014 a). 
 
2.6.2 Reacción en cadena de polimerasa (PCR) 
 
La reacción en cadena de polimerasa es una técnica muy versátil para la copia 
de ADN. En breve, PCR permite una sola secuencia de ADN que se copien 
millones de veces (NCBI, 2014 b). 
 
2.6.3 Electroforesis en gel 
 
Electroforesis en gel es una de las principales herramientas de la biología 
molecular. El principio básico es que el ADN, ARN y proteínas pueden ser 
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separados por medio de un campo eléctrico (NCBI, 2014 c), se separan por su 
tamaño midiéndose por un marcador molecular en pares de bases. 
 
2.6.4 Bioinformática 
 
Es un área de la biología que se ocupa del desarrollo de técnicas para la 
recogida y manipulación de los datos biológicos; el uso de estos datos para 
hacer descubrimientos biológicos o predicciones. Este campo comprende todos 
los métodos y teorías aplicables a la biología molecular para resolver 
problemas biológicos, incluyendo la manipulación de modelos y conjuntos de 
datos computacionales (NCBI, 2014 d). 
 
2.6.5 Clonación 
 
La clonación es un proceso molecular el cual consta de obtener muchas copias 
de un fragmento de interés lo más puro que se pueda (Kleerebezem, 1997). 
En esta técnica, el ADN de codificación para una proteína de interés, se clona 
mediante PCR y enzimas de restricción en un plásmido conocido como un 
vector de clonación. Este plásmido puede tener vectores de expresión a la 
producción de la unidad de la proteína de interés y también puede tener 
marcadores de resistencia a los antibióticos para ayudar a seguir el plásmido. 
(NCBI, 2014 e). 
 
2.6.6 Estandarización 
 
La estandarización consiste en ajustar o adaptar variables en la investigación, 
sea de parte de los protocolos utilizados o las colectas de muestras siempre y 
cuando se cumpla con los objetivos propuestos de la mejor manera (NCBI, 
2014 f). 
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2.6.7 Q-PCR 
 
La PCR cuantitativa (quantitative polymerase chain reaction; qPCR o Q-PCR) o 
PCR en tiempo real (real time PCR; RT-qPCR o RT-Q-PCR) es una variante de 
la PCR utilizada para amplificar y simultáneamente cuantificar de forma 
absoluta el producto de la amplificación de ADN, Para ello emplea el mismo 
modo que la PCR convencional, un molde de ADN, al menos un par de 
cebadores específicos, dNTPs, un tampón de reacción adecuado y un ADN 
polimerasa termoestable; a dicha mezcla se le adiciona una sustancia marcada 
con un fluoróforo, que en un termociclador albergue sensores para medir 
fluorescencia tras excitar el fluoróforo a la longitud de onda apropiada, permita 
medir la tasa de generación de uno o más productos específicos de la bacteria 
(Watson, 2004). Dicha medición, se realiza luego de cada ciclo de amplificación 
y es por esto que también se le denomina PCR en tiempo real. 
 
2.6.8 RAPD 
 
(Random Amplified Polymorphic DNA): Es un método simple de senotipificación 
basado en ácidos nucleicos. Consiste en la detección de diferencias en la 
secuencia del ADN genómico total de distintas cepas (Williams, 1990), 
amplifica regiones de ADN al azar encabezadas por secuencias a las que son 
capaces de unirse iniciadores de secuencia única aleatoria. La secuencia del 
iniciador no tiene homología conocida con el ADN diana, genera fragmentos de 
distintos tamaños que pueden apreciarse en gel de agarosa. No es necesario 
conocer previamente la secuencia de la muestra, se puede emplear con 
variedad de especies y es más rápido que otros métodos de tipado. Esta 
metodología indicara si existe una banda específica, de la bacteria inoculada 
en la alimentación, la cual nos permitirá determinar presencia o ausencia de 
bacterias a lo largo del tiempo (Song, 2000); si existe la banda se realiza la 
clonación del fragmento de interés obtenido.  
18 
 
3 MATERIALES Y MÉTODOS 
 
3.1.1 Localización y Condiciones del Muestreo 
 
La investigación se llevó a cabo en Granjas Paraíso, un sistema intensivo de 
producción de cerdos, ubicado en el Valle del Cauca, municipio de Palmira, 
3°31´48” de latitud Norte y 76°81´13” del longitud al Oeste de Greenwich. La 
temperatura promedio es de 23 °C y su altura sobre el nivel del mar es de 
1.001 metros; y en los laboratorios del Centro Internacional de Agricultura 
Tropical (CIAT), ubicado en la recta Cali - Palmira3°30′17″ de latitud Norte y 
76°21′24″de longitud al Oeste de Greenwich con condiciones 
medioambientales similares a las del sitio experimental granja paraíso. 
 
3.2 Aislamiento y Selección de BAL a partir de leche de cerda 
 
Para seleccionar la cepa BAL a usar como inoculo para la fermentación de la 
dieta para los lechones se colectó leche de tres cerdas del laboratorio 
agropecuario Mario González Aranda de la Universidad Nacional de Colombia 
sede Palmira. Antes del ordeño se limpió y desinfecto la zona de la glándula 
mamaria de cada animal. 
  
Las muestras de leche se colectaron en tubos de centrifuga de 15 ml después 
de extraer la leche de cada una de las cerdas (Walstra, 2001) las cuales ya 
había finalizado la producción del calostro.  
Cada muestra colectada de leche de cerda, se tomó una alícuota y se sembró, 
en agar Lactobacilli MRS (Lactobacilli M.R.S BROTH, Acumedia Ref# 7406B 
Lote# 106129A Neogen Corporation ) (DeMan, 1960) específico para bacterias 
ácido lácticas (Anexo A.) y Agar Difco Rogosa (DifcoTM Rogosa SL BROTH 
Becton Dickinson (BD) Ref# 247810 Lote# 8113244 BD Company U.S.A) SL 
(Medio de cultivo para lactobacilos orales, vaginales y fecales, (Rogosa  et al., 
1951) (Anexo B.) Estas siembras se realizaron en cajas Petri colocando 
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alrededor de 20 µl de leche distendidos con un asa y luego fueron llevadas a 
una incubadora a 37˚C por 72 horas (MRS) ó 120 horas (Rogosa) (Tournut, 
1994). 
 
Posteriormente las cajas Petri fueron llevadas a la cabina de flujo laminar 
(Labconco Purifier 8811 Prospect K.C., MO Ref# 64132 Serial# 36055-02 
Labconco Corporation Kansas City, Missouri) donde se escogió la bacteria que 
estuviese más definida y distante de las demás, asumiendo que fuera pura. Se 
tomó con una asa estéril y se inoculó en tubos de centrifuga de 15 ml con un 
volumen de 10 ml del medio MRS líquido y posteriormente fueron llevados a la 
incubadora (Napco 320 Serial# 7-31-1593-4 national Appliance. Co A Heinicke 
Company U.S.A) a 37˚C por 24 horas y almacenadas a 4 ˚C para luego ser 
analizadas. (Figura 1) 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.2.1 Selección de la cepa a utilizar 
 
Se obtuvieron 38 aislamientos de bacterias ácido lácticas para realizar la 
prueba de adhesión-aglutinación a mannosa y seleccionar las cepas 
promisorias para fermentar el alimento de los lechones. La metodología 
utilizada fue el protocolo de prueba de fermentación in vitro (Rostock 
Figura 1. Purificación de la Bacteria L605. 
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fermentation test) en el cual permite determinar valores de pH con respecto al 
tiempo. Esto permitió una evaluación de la capacidad  fermentadora de BAL la 
prueba se modificó (Pieper, 2009). Se realizó una prueba de adhesión y 
aglutinación a mannosa (Pretzer et al., 2010) (Anexo C), para identificar las 
cepas evaluadas con mayor aglutinación y por ende una mayor fijación a las 
paredes del TGI, cuando se presenta una alta incidencia de aglutinación por 
parte de las BAL, aumenta la fijación de ellas a las paredes del TGI lográndose 
un tapizamiento de las paredes intestinales las cuales causan un efecto 
benéfico controlando el crecimiento de bacterias no benéficas. 
 
3.2.2 Fermentación con la cepa 
 
Se seleccionó la cepa L605 para utilizarla como inóculo del alimento de los 
lechones. Se determinó el tiempo de fermentación adecuado para obtener un 
pH optimo en la fermentación de la dieta con la adición de la BAL L605 
verificando el pH con un pHmetro (Mettler-Toledo GmbH: MP120 pH metro, 
Schwerzenbach, Suiza)  (Tabla 1) para determinar el grado de acidificación de 
la BAL L605 en condiciones de campo, el descenso del pH con relación a la 
fermentación  permite lograr el crecimiento rápido de la BAL inoculada 
mediante la anaerobiosis (sin presencia de oxigeno) producción de pepsina la 
cual mejora la absorción de la proteína generando una respuesta positiva para 
las condiciones medio ambientales (Rudbäck, 2013). 
 
Tabla 1 . Valores de pH a diferentes tiempos de muestras de alimento 
inoculado con la BAL L605  
  Lecturas de pH (Horas) 
  0 24 48 72 
Promedios 5.9 ± 0.2 4.6 ± 0.5 4.3 ± 0.5 4.0 ± 0.4 
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3.3 Animales 
 
Los lechones fueron distribuidos en 3 grupos experimentales (Tabla 2) los 
cuales a medida que fueron creciendo (edad en días) se ajustaron las 
cantidades de concentrado y del inoculo de la cepa L605 respectivamente para 
todos los grupos, las dietas utilizadas en la investigación ( 
Tabla 3) 
Tabla 2. Esquema de los tratamientos suministrados a lechones. 
Grupo Tratamiento Antibiótico 
comercial 
Dieta 
líquida 
+ L605 
%MS 
1 Control  + Con Sin 92.23 
2 Control  - Sin Sin 91.22 
3 Fermentado Sin Con 23.25 
 
Tabla 3. Composición Química de las dietas ofrecidas a los lechones. 
  Dieta 21% PC 
+ antibiótico 
*Dieta 18% PC 
sin antibiótico 
Maíz amarillo precocido 44.5 48.2 
Torta de soya  44 %  PC 6.0 4.0 
Grano de soya extruido  4.0 5.0 
Lactosa 80% 17.5 17.5 
Harina de pescado 61% 6.0 6.0 
Hemoglobina 10.5 7.0 
Aceite de soya 2.3 3.0 
Panela en polvo 6.0 6.0 
L-lisina HCL 78% 0.00 0.35 
D-L metionina 99% 0.14 0.20 
L-treonina 0.00 0.10 
Carbonato de Calcio 1.2 0.8 
Tricalfos 0.02 0.08 
Sal yodada 0.35 0.4 
Fosfato bicalcico 1.12 1.10 
Vitamininas y minerales 0.10 0.10 
Luctaroma 0.20 0.20 
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                 *Corresponde a la dieta fermentada, solo que se adicionaron partes de agua 
Los animales recibieron los tratamientos experimentales entre los días 10 y 35 
de vida. Se tomaron muestras de las dietas, para realizarles análisis del 
contenido de materia seca (% MS); con el cual se estandarizó la cantidad de 
adición del inoculo a lo largo del ensayo, en proporciones de 1 ml de inoculo de 
la cepa L605 con una concentración de 1012 unidades formadoras de colonia 
(U.F.C), por cada Kg de alimento balanceado se adiciono 1 litro agua para 
facilitar la fermentación y disminuir el % MS.  
 
De cada grupo experimental se escogieron 6 animales al azar los cuales se 
muestrearon, mediante la colecta de materia fecal, los días 15, 22 y 26 (± 1 día) 
de edad. Estas muestras se colectaron en tubos de microcentrifuga 2,0 ml y de 
15 ml respectivamente previamente autoclavados y rotulados para 
posteriormente llevarlos a los laboratorios del CIAT donde se desarrollaron las 
pruebas moleculares. 
 
3.4 Prueba in vivo toma de muestras del alimento y materia fecal 
 
Durante el periodo experimental se colectaron cuatro muestras de las dietas 
ofertadas a los lechones como también una muestras de materia fecal de los 
animales muestreados a los 15, 22 y 26 ± 1 días de edad, se seleccionó seis 
lechones que estaban consumiendo cada una de las tres dietas o tratamientos, 
para un total de 18 animales. Las muestras de materia fecal fueron tomadas a 
los 15, 22 y 26 ± 1 días de edad ( 
 
Tabla 4). Previo a la colecta se realizó una desinfección de la región perianal. 
Las muestras se depositaron en tubos de microcentrifuga 2ml previamente 
autoclavados y rotulados con el número del lechón, fecha de la toma de 
muestra y tratamiento correspondiente, por último se almacenaron a 4°C, para 
previos estudios. 
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Tabla 4. Distribución de los lechones en cada uno de los tratamientos 
experimentales. 
Muestreo de lechones a los 15, 22 y 26 días de edad 
Numero de lechón tratamiento 
3 Control + 
1 Control + 
13 Control + 
10 Control + 
23 Control + 
6 Control + 
7 Control - 
12 Control- 
20 Control - 
2 Control - 
4 Control - 
8 Control - 
22 Fermentado 
28 Fermentado 
37 Fermentado 
9 Fermentado 
5 Fermentado 
21 Fermentado 
3.5 Diseño experimental 
Para este trabajo de investigación se utilizó un diseño de bloques completos al 
azar donde el criterio de bloqueo fue la edad inicial de los lechones de cada 
tratamiento con seis repeticiones para un total de dieciocho animales o 
unidades experimentales la variable a analizar fue la cantidad de ng/µl de 
Lactobacillus plantarum y la cantidad U.F.C de BAL inoculada en la dieta 
fermentada. 
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3.5.1 Análisis estadístico 
 
Se utilizó el procedimiento GLM del paquete estadístico SAS 9.2 para Linux 
(SAS Institute Inc., Cary, NC, EE.UU.) con el fin de determinar si existieron 
diferencias estadísticas en la cantidad de Lactobacillus plantarum de las 
muestras de las dietas y la  materia fecal de los lechones en los tres 
tratamientos. 
 
3.6 Siembra e caracterización microbiana de la materia fecal  y alimento  en 
medios de cultivo 
 
Al obtener las muestras colectadas de materia fecal se procedió a identificar de 
manera visual que animales de los tratamientos muestreados presentaban 
presencia o ausencia de diarrea. Posteriormente se tomaron ± 230 mg de las 
muestras de materia fecal de cada uno fueron suspendidas en una solución 
tampón Ringer (Anexo D), se tomó una alícuota de 100 µl y se extendió con un 
rastrillo de vidrio en cajas Petri que contenían medios de cultivo específicos 
para Lactobacillus MRS y Rogosa siguiendo los protocolos descritos 
anteriormente.  
 
 
Pasado el tiempo de incubación, cada una de las cajas Petri fue llevada a la 
cabina de flujo laminar, el contenido de la caja petri se lavó con un volumen de 
1000 µl de solución Ringer, con la ayuda del rastrillo de vidrio previamente 
esterilizado con alcohol al 96% de pureza, cada alícuota obtenida  se depositó 
en  un tubo para microcentrifuga de 1.5 ml autoclavado y rotulado no se 
centrifugaron,  los resuspendidos bacterial de la caja Petri fueron almacenados 
4°C, se tomó una alícuota de 100 µl de cada una de las muestra para 
criopreservación en glicerol al 70% a una temperatura de -80°C. 
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3.7 Técnicas moleculares  
Estas técnicas fueron utilizadas para determinar a qué especie pertenece la 
cepa, cuantificarla y diseñar Primers específicos para la detección de la BAL 
L605 en el alimento y heces. 
 
3.7.1 Extracción de ADN 
 
La extracción de ADN total de materia fecal de lechones, se realizó con un kit 
de extracción de ADN en heces fecales (QIA amp® DNA Stool Mini Kit (50) 
Ref# 51504 Lote# 142331113, 03/2011 QIAGEN Corporation) (Anexo E). 
 
Además se realizó la extracción de ADN del cultivo de bacterias acido lácticas 
mediante el kit de extracción de ADN de Lactobacillus (wizard® Genomic DNA 
Purification Kit Ref# A1120 Lote# 0000000552, 08/2013 Promega Corporation) 
(Anexo F). 
 
3.7.2 Análisis de secuencia 
 
Mediante una búsqueda bibliográfica se analizaron los genes conservados de 
Lactobacillus. En las secuencias reportadas en el Gen bank o (NCBI, 2014) se 
realizó un lineamiento de las secuencias obtenidas a través del NCBI mediante 
el programa CLUSTALW (Genoma, 2014). Se emplearon secuencias de 
cebadores (Primers) reportadas como punto de partida, permitiendo identificar 
la similaridad entre secuencias del genoma completo de Lactobacillus 
plantarum con la base de datos. 
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3.7.3 Amplificación de los genes 
 
Esta amplificación se realizó utilizando el ADN total extraído de las muestras de 
materia fecal y de los tratamientos, con diferentes parejas de cebadores (Song, 
2000) (Tabla 5.) 
Tabla 5. Pareja de primers utilizados para amplificar la cepa L605 región 
16S. 
Secuencia 
Nombre 
Secuencia (5' - 3') Annealing 
temp °C 
Especie Autor 
ParaF F- GTCACAGGCATTACGAAAAC 60 L. paraplantarum Torriani et al. 2001 
R- TCGGGATTACCAAACATCAC 
Lpla-3 F- ATTCATAGTCTAGTTGGAGGT 60 L. plantarum Song et al. 2000 
R- CCTGAACTGAGAGAATTTGA 
PlanF F- CCGTTTATGCGGAACACCTA 60 L. plantarum Torriani et al. 2001 
R- TCGGGATTACCAAACATCAC 
PentF F- CAGTGGCGCGGTTGATATC 60 L. pentosus Torriani et al. 2001 
R- TCGGGATTACCAAACATCAC 
PeC F- CTGTTTTCAATGTTGCAAGTC 60 L. helveticus Fortina et al. 2001 
R- TTTGCCAGCATTAACAAGTCT 
PeN F- CGCTGATTCTAAGTCAAGGCT 60 L. helveticus Fortina et al. 2001 
R- CGACTAAGAAGTGGAACATTA 
 
Siguiendo las condiciones de amplificación de la técnica molecular de PCR 
convencional (Taq® recombinante (5 Unidades de Taq DNA Polymerase, 
recombinante, Invitrogen, Part# 10342, MAN0000814, 05/2010)). buffer10 X , 
dNTP's 10 Mm,Mg²⁺50 Mm Primer  fwd -rv 10 pmol/ µl, Taq® Recombinante 
(Invitrogene)  5 U/ µl y ADN 2 ng/µl, con un volumen final de 12 µl en un 
termociclador (PTC-100 Peltier Thermal Cycler, MJ Research, Inc., Waltham 
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02451, MA, USA) con el programa descrito en la (Tabla 6).Esta metodología 
adaptada de (Han, 2011) con algunos cambios establecidos en el laboratorio 
de patología de forrajes del CIAT. La visualización del ADN se realizó en un gel 
de agarosa 1.5 %(Anexo G) el cual se tiño con SYBR® Safe DNA gel Stain 
(Invitrogen S33102, USA.) tinte altamente sensible para la visualización de 
ADN en geles de agarosa a 140 v por 1.5 horas en un buffer 0.5x de TBE, para 
estimar el tamaño de los productos amplificados se empleó un patrón de peso 
molecular 1 Kb plus DNA Ladder (Promega Ref# 10787-018, USA.) con un 
rango de lectura entre 12000 y 100 pb. 
Tabla 6. Programa PCR. 
Programa PCR convencional 
Paso 1  Desnaturalización inicial 
95°Cx10 min 
 
1 
Paso 2 Desnaturalización 95°C x 1 
min 
40 ciclos 
Hibridación 55°C x 0.30 seg 
Extensión 72°C x 0.45 seg 
 
paso 3 Extensión final 72°C x 10 min 1 
Hold at 4°C 1 
 
 
3.7.4 Clonación 
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La clonación se realizó mediante el criterio de bandas especificas del 
microorganismo Lactobacillus plantarum L605 tanto para la técnica de Q-PCR 
como de RAPD se llevó a cabo, usando como vector de transferencia, el 
plásmido comercial pGEM-T easy® (pGEM-T easy® Vector Promega Ref# 
A1360 Lote# 0000048514 U.S.A) (Anexo H). La posterior transformación se 
hizo mediante choque térmico de tener las muestras en hielo y posteriormente 
llevarlas a 37°C por treinta segundos, usando como hospedero, la bacteria E. 
coli (cepa DH5α).La selección de las colonias transformantes se realizó a 
través de medio de cultivo LB BROTH (DifcoTM LB Broth Becton Dickinson (BD) 
Ref#240230, Lote# 3036444. BD Company U.S.A) el cual contenía ampicilina y 
X-gal. Encontrando colonias de dos tipos en el master plate de colores color 
azul donde son colonias que no contiene el fragmento o inserto de interés o lo 
tienen parcialmente debido a que la enzima X-gal no se sgmento con el 
transformante, caso contrario a las colonias de color crema cuyo proceso 
bioquímico de inserción del fragmento de interés se completó. Los 
transformantes colonias de color crema se sembraran en medio líquido LB se 
incubaran a 37 °C durante toda la noche y fueron utilizados para la extracción 
de ADN del plásmido contenido en la bacteria. Esto se envió para ser analizado 
y secuenciado a Macrogen Korea (Macrogen, 2013) usando los cebadores 
universales T7 y SP6.(SP6 Promoter primer Ref Q501, T7 Promoter primer Ref 
Q502 Promega Corporation U.S.A).Se realizó la visualización de los productos 
de la clonación en un gel de agarosa 1.5% (Anexo G). 
 
Para tener de manera pura el fragmento de interés con el inserto, fue sometido 
el fragmento clonado a una nueva PCR convencional para determinar que si 
presenta el número de pares de bases que reporta la literatura dependiendo de 
la especie que se estudió, de tal manera que al ratificar que cumplió con todos 
los parámetros anteriormente nombrados y se cuantificó en un 
espectrofotómetro (Thermo Scientific NanoDrop 2000/ 2000c 
Spectrophotometer, Wilmington, Delaware USA.). 
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De cada una de las parejas de los primers se escogieron tres clones (uno para 
crio preservar y los otros para trabajar en una curva estándar) se visualizó en 
un gel de agarosa (Anexo G) 
 
3.7.5 Estandarización de curva de calibración Q-PCR 
Para la estandarización de la curva se procedió a partir de los productos de la 
clonación de los fragmentos amplificados para Lactobacillus plantarum fue 
necesario la corrida de 3 platos de 96 pozos los cuales contenian la curva 
diseñada y las muestras de materia fecal de los animales en las diferentes 
edades. Cada uno de los platos presenta la curva estandar patron, cuyos 
valores son estables entre los diferentes eventos de medicion, dieta fermentada 
la cual posee el inoculo de la BAL L605 (Han, 2011; Song, 2000). 
 
Se realizaron diluciones seriales del fragmento clonado el cual permitió la 
construcción de la regla de medición (Han, 2011), referente acerca de la 
cantidad de ng/µl de Lactobacillus plantarum que fueron encontrados en las 
dietas ofrecidas y la materia fecal de los animales muestreados. 
 
3.7.6 Q- PCR 
 
Se utilizó la metodología de Q-PCR (Polymerase chain reaction-real time) 
siguiendo las condiciones de amplificación Brilliant II SyBR® Green QPCR 
Master Mix 2 X,Primer  fwd – rv 10 pmol/ µl y ADN 2 ng/ µl un volumen final de 
50 µl para amplificar y simultáneamente cuantificar el producto del ADN con 
relación, a las especificidad de los primers de las secuencias candidatas 
conservadas para Lactobacillus plantarum (Tamminen, 2012). 
 
La cuantificación de la PCR en tiempo real se determinó mediante el uso de 
(Mastercycler realplex4 Eppendorf. AG 22331 Ref# 6302 Lote# Z239043L. 
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Hamburg) y el reactivo de master mix I (Brilliant II SyBR® Green Master Mix 
Ref# 600828, Lote# 0006193380 agilent Technologies. U.S.A) para la 
cuantificación de los Lactobacillus plantarum que se presentaron en las 
diferentes muestras tanto de materia fecal como del alimento balanceado, 
haciendo uso del primer Lpla-3 (Tabla 5). Los reactivos utilizados fueron 10 µl 
de Sybr Green I (Brilliant II SyBR® Green Master Mix Ref# 600828, Lote# 
0006193380 agilent Technologies. U.S.A) master, primer 2 µl y ADN 5 µl 
completando el volumen con agua para PCR, el volumen final de reacción de 
20 µl. Para esta técnica se utilizó el programa (Tabla 7) 
 
Tabla 7. Programa Q-PCR. 
Programa Q-PCR   
Paso 1 Desnaturalización 
ion inicial 95°C 
 
x 10 min 
 
 
Paso 2 
 
Desnaturalización 
95°C  
 
 
x 1 min 
40 ciclos 
Hibridación 55°C  x 0.30 seg 
Extension 72°C  x 0.45 seg 
paso 3  Extension final 
72°C 
 
 x 10 min 
Hold at 4°C    
Stage 4 Curva de 
Melting 
 Denaturalización 
inicial  95°C  
 
 
x 1 min 
Hibridación 55°C  x 0.30 seg 
Extension ↑  20:00 min 
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 Extension final 
95°C 
 x 0.30 seg 
 
 
3.7.7 RAPD 
 
Se utilizó la metodología de RAPD (Amplificación del ADN Polimórfico al Azar) 
siguiendo las condiciones de amplificación Taq® Recombinante (Taq® 
recombinante (5 Unidades de Taq DNA Polymerase, recombinante, Invitrogen, 
Part# 10342, MAN0000814, 05/2010)) buffer 10 X, dNTP's10 Mm, Mg²⁺50Mm,  
Primer 10 pmol/ µl Taq® Recombinante (Invitrogene) 5 U/ µl. 
 
La detección de la bacteria ácido láctica promisoria utilizada como inoculo se 
amplificó probando nueve primers de 10 decameros (Operon Technologies 
INC) a través del equipo (Mastercycler Pro Vapo Protect Eppendorf. AG 6321 
Ref# 6321 Lote# ZL404536. Hamburg) para determinar patrones polimórficos 
que permitieron identificar una banda o bandas específicas de la cepa L605, 
con respecto a las cuatro cepas que también fueron promisorias para ser 
utilizadas como inoculo pero que no se incluyeron en esta investigación. 
 
Se tomaron muestras del pool de cepas promisorias y de la cepa de interés 
L605, y se corrieron con 9 primers distintos: primer 1 OPN-05 (Operon 
Technologies INC).Primer 2 OPK-04 (Operon Technologies INC).Primer 3 
OPK-17 (Operon Technologies INC). Primer 4 OPJ-10 (Operon Technologies 
INC).Primer 5 OPK-03 (Operon Technologies INC).Primer 6 OPK-11 (Operon 
Technologies INC).Primer 7 OPK-01(Operon Technologies INC). Prime8 OPZ-
04 (Operon Technologies INC) y primer9 OPK-08 (Operon Technologies 
INC).Para la visualización de los productos de clonación en geles de agarosa 
1.5 %(Anexo G).  
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La banda encontrada en el gel anteriormente nombrado la cual pertenece a la 
BAL L605 con algunos de los 9 primers específicos a la cepa que fue 
reproducible, debido a que presento un patrón de bandeo diferente en 
comparación de las otras cepas promisorias. Entre los diferentes primers 
utilizados se extrajo el ADN a partir del gel (Anexo J) y se envió a Macrogen, 
para ser secuenciada, una vez obtenida esta secuencia, se diseñaran pares de 
primers específicos a la cepa, esto permitió la rápida identificación de la cepa 
L605 Lactobacillus plantarum en el alimento concentrado inoculado y la materia 
fecal de los lechones. 
 
Para la visualización de los productos RAPD en geles de agarosa 1.5 % 
(Anexo G). 
Se realizó una PCR convencional con las extracciones de ADN de los 
alimentos concentrados ofertados como dietas con y sin inclusión de la BAL 
L605 y otra bacteria ácido láctica  Lactobacillus plantarum que no fue utilizada 
en esta investigación llamada Biosil (un probiótico comercial).  
 
También se tomó una muestra de materia fecal, para determinar la 
especificidad de las parejas de primer diseñados; con estos resultados se 
realizó una PCR con la cepa L605 como control positivo y tres muestras de 
materia fecal de cada uno de los tratamientos en las edades (15, 22 y 26 ±1 
días) se utilizó las siguientes condiciones de PCR. ( 
Anexo I). 
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4 RESULTADOS 
 
4.1 Aislamiento e identificación microbiológica de las BAL a partir de la leche 
de cerda 
 
En la (Figura 2) se muestran la fotografía por microscopia electrónica que 
demuestra la aglutinación de la bacteria acido láctica L605, formando una 
especie de ramilletes de uvas en condiciones in vitro durante la prueba de 
adhesión y aglutinación a mannosa. 
 
Figura 2. Microscopia electrónica prueba de adhesión y aglutinación de la 
bacteria L605 
Las cepas L605, L628 aisladas de leche de cerda, la S66.7 y TVI 4.10 aisladas 
de un ensilaje y la cepa comercial Biosil, fueron las de mejor aglutinación en las 
pruebas de mannosa con diferentes diluciones (Tabla 8). En la dilución log₂=4 
(1:16) que corresponde a 100 µl de la suspensión de la bacteria en 1.5 ml de 
solución comercial PBS (buffer), la cepa L605 presentó una respuesta positiva a 
la prueba de aglutinación con resultados de crecimiento a 37ºC por 24 horas en 
agar MRS, 3.25 x 1012UFC /ml y un pH 4.54, por lo cual se escogió para ser 
multiplicada como fuente de inoculo en la fermentación en campo, debido a que 
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esta cepa es aislada de leche de cerda y las otras pertenecen a otro tipo de 
sustratos o son de origen comercial. 
 
Tabla 8. Prueba de adhesión y aglutinación a mannosa. 
 Cepa 
Dilución  L605 L628 S66.7 Tvi 4.10 Biosil 
(1 : 2) + *** + *** + *** + *** + *** 
(1 : 4) + ** + *** + ** + *** + ** 
(1 : 8) + ** - + *** + ** + *** 
(1 : 16) + * + *** + *** + *** + ** 
(1 : 32) + ** - + *** + *** + *** 
                    * Alto.          ** Medio.       *** Bajo. 
 
La (Tabla 8) demuestra como la cepa L605 a partir de diferentes diluciones de la 
bacteria, presenta aglutinación. Fue la única cepa aislada de leche de cerda que 
presento mejor desempeño en la dilución 1:16 comparada con las demás cepas 
evaluadas teniendo en cuenta que pertenecen a diferente aislamiento (Leche y 
Ensilaje). 
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4.2 Extracción y amplificación de ADN 
 
Extracción de ADN 
 
El Kit Quiagen utilizado para la extracción de ADN total de la materia fecal de los 
lechones mostró calidad y alto peso molecular con buena pureza, libre de 
inhibidores o contaminantes (Figura 3). 
 
Figura 3. ADN total en la materia fecal 
 
4.2.1 Amplificación por PCR 
 
PCR Convencional de la región 16S 
 
La técnica de PCR convencional corrido con la extracción de ADN de la cepa 
L605 cepa usada como inoculo con los diferentes primers nombrados en la 
(Tabla 5) demostraron que la cepa L605 pertenece efectivamente a la especie 
Lactobacillus plantarum. Puesto que al confirmarlo mediante la técnica de 
electroforesis donde claramente observamos 2 bandas amplificadas con cada 
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uno de la parejas de primers, la primera banda es de 250 bp de la pareja de 
primers Lpla-3 y la segunda banda pertenece al primers Plan F con 300 bp, el 
resto de cebadores utilizados no presentaron amplificación con la cepa de 
interés en la región conservada 16S (Figura 4). 
 
 
Figura 4. Amplificación pareja de primers con cepa L605. 
Pareja de primers: Pr1=ParaF con su respectivo blanco Bl1; Pr2 = Lpla-3, Pr 3 = PlanF, 
Pr4=PentF, Pr5= Pec, Pr6=peN), todos con su respectivo blanco o control. 
 
4.2.2 Estandarización y Cuantificación de BAL en heces de cerdo mediante 
Clonación y Q-PCR 
 
4.2.2.1 Clonación 
 
Al clonar los fragmentos de interés Lpla -3 y PlanF con el kit pgem®-t and 
pgem®-t easy vectorse obtuvieron una serie de fragmentos iguales para cada 
uno de los amplicones. Los pesos moleculares fueron superiores a la prueba 
anterior al clonado para el primers Lpla-3 ± 320 bp y PlanF ± 370 bp (Figura 5). 
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Versus 250 y 300 bp (Lpla-3 y PlantF). Esto se explicó por el uso de dos primers 
universales (Sp6 y T7) con un peso molecular de 70 bp .Al correr un test de PCR 
con el producto obtenido de la clonación, se verificó que verdaderamente los 
amplicones tenían el inserto del primers para la construcción de la curva de 
medida, que proporciona los rangos de cuantificación en ng/µl de Lactobacillus 
plantarum en las dietas ofrecidas y en la materia fecal de los lechones. 
 
Figura 5. .Amplificación de los productos de clonación Lpla-3 y PlanF. 
Pareja de primers Lpla-3= 1-2, 2-2, 3-2, 4-2, 5-2, 6-2, 7-2, 8-2, 9-2, 10-2, control negativo. 250bp 
Pareja de primersPlanF= 1-3, 2-3, 3-3, 4-3, 5-3, 6-3, 7-3, 8-3, 9-3, 10-3, control negativo. 3OObp 
Para efectos de  diseño de la curva estándar se escogieron las siguientes bandas de cada  una de las 
parejas de primers 3-2, 5-2, 8-2 para Lpla3 y 4-3, 6-3, 7-3 para Plant F. Marcador de peso de 1 kb plus 
 
4.2.2.2 Estandarización Curva estándar del fragmento Lpla-3 
 
Al obtener la amplificación del ADN de la cepa L605 con el cebador Lpla-3 y  
Plan F, después de correr el test de clonación a 20 colonias recombinantes, se 
procedió a determinar cuál de las bandas resultantes en este test, presentaron el 
peso molecular ideal de las muestras estudiadas para la pareja de primers (Lpla-
3 y PlanF).Se escogieron los siguientes fragmentos amplificados en el gel de 
agarosa (Figura 6) 
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Figura 6. Verificación del ADN del plásmido. 
Parejas de primer  5-2, 8-2 para Lpla3 y 4-3, 7-3 para Plant F. Marcador de peso de 1 kb plus. 
Como resultado de esta verificación se determinó utilizar la colonia 5-3 con un peso molecular de 250pb del 
primer  Lpla-3  para construcción de la curva estándar. 
 
Se escogió la dilución seriada del plásmido (5-2) con el fragmento Lpla3 para la 
representación de la curva estándar mediante la técnica de Q-PCR. 
 
En la curva de melting (Figura 7) obtenida, se observa un solo pico de 
disociación entre 80 -83 °C que fue estable para todas las amplificaciones 
obtenidas en las muestras de concentrado y heces a los 15, 22 y 26 ±1 días de 
edad. Esta grafica demuestra que el fragmento que se evaluó representó un solo 
amplicon y este es específico de Lactobacillus plantarum 
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Figura 7. Curva de Melting 
Esta grafica permite ver la especificidad del primers a la hora de amplificar el 
Lactobacillus plantarum y poder cuantificarlo, esta fue nuestra regla de medición 
en las diferentes pruebas de la Q-PCR en la materia fecal a los 15, 22 y 26 días 
de edad del lechón, como también en los alimentos balanceados ofertados a los 
lechones. 
 
Las diluciones seriadas del plásmido (5-2), ajustadas con el número Avogadro 
(Park, 2005), muestran valores de ciclos acorde con las diluciones en la 
excitación del número de ciclos en relación del fluoroforo (Figura 8). 
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Figura 8. Diluciones seriadas del plásmido 
donde se obtuvo un valor de correlacion cercano a 1 entre ciclos y numero de 
copias (Figura 9) lo que permitió definir la regla de medicion ng/ µl para cada 
una de las muestras totales obtenidas en la investigacion del aislamiento, 
selección y caracterización de la BAL.  
 
 
Figura 9. Regla de medición para la cuantificación de Lactobacillus 
plantarum 
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4.2.3 QPCR 
 
4.2.3.1 Cuantificación de Q-PCR en los diferentes tratamientos ofrecidos a los 
lechones 
 
Mediante la técnica de Q-PCR se encontró que la cepa L605 al ser adicionada 
como fermentadora al alimento concentrado incremento la cantidad ng/µl de 
Lactobacillus plantarum en dietas ofertadas a los lechones con respecto a los 
otros tratamientos que no presentaron la inoculación de la cepa ( 
Tabla 9)  
 
Tabla 9. Cuantificación deLactobacillus plantarum(Log10 ng/µl)por Q- PCR 
en las dietas ofrecidos  a los lechones 
  PROMEDIO   
Tratamiento 15 Días 22 Días 26 Días   
Control + 9.53 ± 0.56 9.15 ± 0.56 10.26 ± 0.56   
Control - 9.34 ± 0.29 8.75 ± 0.29 9.12 ± 0.29   
Fermentado 13.43 ± 0.19 13.81 ± 0.19 13.71 ± 0.19   
          
FV Gl SC CM Fc 
Tratamiento 2 37.34 18.67 131.34 
Tiempo 2 0.32 0.16 1,13 
Error 4 0.57 0.142   
P>0.083 se demuestra una tendencia estadística entre los tratamientos   
Número de copias de Lactobacillus por Q-PCR obtenidas de los diferentes dietas ofrecidas a los lechones  a 
los 15,22 y 26 días de edad, como CT +(Tratamiento Control Positivo con el 21% de Proteína); CT – 
(Tratamiento Control Negativo con el 18% de Proteína); FERMTADO (Tratamiento Control Negativo con el 
18% de Proteína + la Adición de la bacteria acido láctica L605 como fermentadora ), en la parte inferior 
observamos la andeva del diseño experimental Gl (Grados de libertad); SC (Suma de cuadrados); CM 
(Cuadrado medio); Fc (F calculada) 
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4.2.3.2 Cuantificación de Q-PCR de la materia fecal de los lechonesen los 
diferentes tratamientos 
 
Esta técnica permitió medir cuantos ng/µl de Lactobacillus plantarum se 
encontraron en la materia fecal de los lechones (Tabla 10) al pasar por el tracto 
gastrointestinal las dietas con y sin el inoculo de la cepa L605 en las diferentes 
edades de toma de muestras. 
 
Tabla 10. Cuantificación por Q- PCR de Lactobacillus plantarum (Log10 
ng/µl) de la  materia fecal de los lechones  en las diferentes dietas 
  PROMEDIO   
Tratamiento 15 Días 22 Días 26 Días   
Control + 10.33 ± 0.93 10.26 ± 0.87 9.95 ± 0.87   
Control - 9.32  ± 0.17 9.88 ± 0.99 9.35 ± 0.81   
Fermentado 9.62 ± 0.75 10.24 ± 0.37 9.18 ± 1.0   
          
FV Gl SC CM Fc 
Tratamiento 2 0.71 0.35 0.90 
Tiempo 2 0.60 0.30 0.77 
Error 4 0.25 0.39   
P>1.38 no se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre tratamientos. 
Número de copias de Lactobacillus plantarum por Q-PCR obtenidas de las heces de los animales a partir de 
los diferentes tratamientos. CT + (Tratamiento control positivo con el 21 % de proteína);  CT –  (Tratamiento 
Control Negativo con el 18% de Proteína); FERMT (Tratamiento Control Negativo con el 18% de Proteína + 
la Adición de la bacteria acido láctica  L605 como fermentadora). Las muestras fueron tomadas  a los 15, 22 
y 26 días de edad, en la parte inferior de la tabla observamos la andeva del diseño experimental Gl (Grados 
de libertad); SC (Suma de cuadrados); CM (Cuadrado medio); Fc (F calculada) 
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En los resultados encontrados mediante el uso de la técnica molecular Q-PCR 
con las muestras de materia fecal de los animales, no se encontraron diferencias 
estadísticamente significativas (P>0.05) (Tabla 11) entre los tratamientos con la 
adición de la cepa de Lactobacillus plantarum tampoco se encontraron 
diferencias entre las edades de toma de muestra. 
Según lo reportado por (Lähteinen, 2013 y Corthesy et al., 2007) tampoco se 
encontraron diferencias significativas entre el tratamiento control y la dieta 
experimental que contenía Lactobacillus brevis en lechones post destete, 
alimentados mediante la fermentación de la dieta y la adición de la cepa 
probiótico en el agua de bebida. 
 
Tabla 11. Cantidad del genero Lactobacillus plantarum región 16S (Log10 
ng/µl) en la materia fecal por la técnica de Q-PCR 
 Edad del lechón 
Tratamiento 15 Días 22 Días 26 Días 
Negativo 9.32  ±  0.07 9.88  ±  0.41 9.35  ± 0.33 
Fermentado 9.62   ±  0.31 10.24  ± 0.15 9.10  ± 0.45 
Positivo 10.33  ±  0.38 10.26 ±  0.36 9.95  ± 0.36 
Probabilidad (P) 0.064 0.64 0.35 
P < 0.05 hay diferencias estadísticamente significativas letras diferentes indican que no hubo diferencias  
 
4.2.3.3 Diseño de primers diagnósticos para la detección de BAL L605 
 
4.2.3.3.1 RAPD’S 
 
Esta prueba molecular determinó que la bacteria L605, aislada de leche de cerda 
se detectó de forma rápida mediante el diseño de un primers especifico, el cual 
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permitió solo amplificar la cepa L605 y no a todos los Lactobacillus plantarum. 
Como se muestra en la (Figura 10) 
 
Figura 10. Especificidad aleatoria del pool de cepas usando la técnica de 
los RAPD's. 
cada uno de los nueve primers utilizados para encontrar bandas especifica de la 
cepa L605, con respecto a las demás cepas que mostraron un patrón de bandeo 
similar entre ellas, como por ejemplo la muestra biosil (BIO) cepa comercial y la 
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cepa L628 extraída de leche de cerda las cuales presentaban bandas 
polimórficas del mismo peso molecular.  
Los primers que presentaron mayor especificidad fueron 2, 3 y 9 mostraron 
bandas específicas para la cepa L605 (Figura 10). La corrida en el gel de 
agarosa permitió observar de una manera más clara el comportamiento de la 
cepa L605 con los primers seleccionados a secuenciar (Figura 11), 
 
 
Figura 11. Amplificación de la extracción de ADN de la cepa L605 con los 
primers específicos 2, 3 y 9 
Al llegar las secuencias de los ampliaciones de la cepa L605 con respecto a los 
primers 2, 3 y 9. Por medio de la herramienta de bioinformática NCBI, Clustal W 
se procedió a comparar las secuencia obtenidas con el genoma completo del 
Lactobacillus plantarum WCFS1, observando que la banda del primer 2 presentó 
un 100%, la banda del 9 un 90% y la 3 un 20% de identidad con la del 
Lactobacillus plantarum. La secuencia del primers 3 no se tuvo en cuenta en el 
diseño de primers específico para la detección de la BAL L605. 
A partir de los resultados obtenidos anteriormente se utilizó el programa 
bioinformatico para diseño de los primers de las secuencias obtenidas con la 
cepa L605 (Tabla 12). 
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Tabla 12. Secuencias de primers diseñados a partir del aislamiento. 
Secuencia Nombre Secuencia (5' - 3') Annealing 
temp      °C 
Especie 
LacPla 1 F- GGAAAGAGGTTCTTGATCTT 57 L. plantarum 
R- CCTAGTCTCAATCGACATTT 
LacPla2 F- GGAAAGAGGTTCTTGATCTT 58 L. plantarum 
R-CGTACACCACTAACAGGAAT 
LacPla 3 F- ATTCCTGTTAGTGGTGTACG 58 L. plantarum 
R- TAGCTATGTATTCGGGTGAT 
LacPla 4 F- CTTCACTAACCACAAGGATT 57 L. plantarum 
R- GCGATTATCAGCTATCAAG 
LacPla 5 F- GTTGGTAATTCTGGTTGATG 58 L. plantarum 
R- CGTGCAGGTTATAGTTTCA 
LacPla 6  F- ATCAGACAAACGTCCTCTTA 57 L. plantarum 
R-AATCCTTGTGGTTAGTGAAG 
 
Los resultados obtenidos en la prueba de especificidad de los primers y de las 
condiciones de hibridación las cuales son las apropiadas para la amplificación 
del Lactobacillus plantarum. Mediante la prueba diagnóstico, se determinó la 
presencia de la bacteria L605 inoculada en el tratamiento fermentado, lo cual 
demuestra que los primers diseñados a partir de la secuencia obtenida son 
específicos para amplificar la bacteria inoculada y no otras bacterias ácido 
láctico. Esta prueba de especificidad fue montada con los ADN total extraídos de 
las dietas suministradas a los lechones, además de una muestra de un probiotico 
comercial y materia fecal de uno de los lechones que consumió de la dieta 
fermentada, de gran importancia para determinar la amplificación de la cepa 
L605 ( 
 
) 
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Figura 12. Especificidad de los primers con respecto a la BAL L605 en alimento 
concentrado y materia fecal. 
NTC: Control con agua  L605: Cepa  aislada de leche de Cerda.  CT - : tratamiento control negativo. A los 
26 días.  Fer: Tratamiento fermentado a los 26 días con la inclusión de la BAL  L605. BIOS: Cepa Biosil 
Lactobacillus plantarum. 17: Corresponde a la materia fecal del lechón 7, a los   15 días edad en el 
tratamiento fermentado con inclusión de la cepa L605. 
Al obtener los resultados del amplificado en el gel vemos claramente que los 
primers Lac 1, 2, 3 con respecto al control positivo son los que más confiabilidad 
nos da en los resultados de detección de la cepa L605 en la materia fecal de los 
animales muestreados a los 15,22 y 26 ±1 días de edad. Los primers 4, 5 y 6 no 
mostrados en el gel presentaron comportamientos poco confiables en el 
diagnostico debido que su amplificación con respecto al positivo ADN de la cepa 
L605 no mostro patrón de bandeo (Figura 13). Se muestra como los tres 
primeros primers detectan la presencia de la bacteria L605 amplificando para 
todos los lechones muestreados banda, al parecer esta amplificación en 
animales que no fueron inoculados con la cepa presentaron bandeo debido a 
que la cepa es aislada de leche de cerda y estos animales estuvieron con sus 
madres es fisiológicamente probable que exista este Lactobacillus plantarum 
L605 en el tracto intestinal de los lechones. Se denota mayor patrón de bandeo 
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en los animales muestreados con la dieta fermentada sobre todo a los 15 días de 
edad del lechón con respecto a la cepa L605. 
 
 
Figura 13. Amplificación de ADN de materia fecal con las parejas de 
primers diseñadas a partir de la secuencia de la cepa L605 
NTC: Control con agua  L605: Cepa  aislada de leche de Cerda. 1, 22 y 53: Corresponde a la materia fecal 
del lechón 3 en sus diferentes edades 15, 22 y 26 días en el tratamiento control positivo. 13, 34 y 62: 
Corresponde a la materia fecal del lechón 7 en sus diferentes edades 15, 22 y 26 días en el tratamiento 
control negativo. 19, 41 y 69: Corresponde a la materia fecal del lechón 5 en sus diferentes edades 15, 22 y 
26 días  
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4.2.4 Diarreas 
 
La presencia o ausencia de las diarreas fue medida en los lechones a los 15, 22 
y 26 ±1días de edad, encontrándose que los lechones que fueron inoculados con 
la cepa L605 no presentaron diarreas en comparación de algunos lechones 
muestreados del tratamiento control positivo (Tabla 13). 
 
Tabla 13. Presencia o ausencia de diarreas a los 15, 22 y 26 ±1 días de edad 
de los lechones 
 
Diarrea 15, 22 y 26 ±1 días de edad 
    Diarrea 
Numero de lechón Tratamiento Presencia Ausencia 
3 Control + Con   
1 Control +   Con 
13 Control +   Con 
10 Control + Con   
23 Control +   Con 
6 Control +   Con 
7 Control -   Con 
12 Control-   Con 
20 Control - Con   
2 Control -   Con 
4 Control -   Con 
8 Control -   Con 
22 Fermentado   Con 
28 Fermentado   Con 
37 Fermentado   Con 
9 Fermentado   Con 
5 Fermentado   Con 
21 Fermentado   Con 
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5 DISCUSIÓN 
 
La cepa L605, es una bacteria que procede de un aislamiento de leche de cerda. 
Esta cepa presentó mayor adhesión y aglutinación a la prueba de mannosa que 
los demás aislamientos evaluados. Esta característica es deseable por que se ha 
comprobado que está relacionada con una mayor capacidad de colonización del 
tracto digestivo y tiene mayor potencial probiotico (Jankovic et al., 2010). 
Tambien mejora el sistema inmunológico, porque colonizarlas paredes del TGI 
según Raibaud, 1992. Berg, 1996 y Vaughan, 1999. Al colonizarse el TGI con 
bacterias ácido lácticas se transforma en un ecosistema complejo formado por 
elementos bióticos tales como microorganismos nativos, transitorios, células del 
epitelio intestinal, constituyentes de la dieta o componentes abióticos, y 
elementos endógenos como la saliva, las secreciones o excreciones de los 
diferentes órganos del tubo digestivo, las enzimas y las hormonas, entre otros. El 
equilibrio de este ecosistema depende en gran medida de la microbiota intestinal 
nativa, la cual es poco estable en individuos jóvenes. El problema es mayor  en 
las primeras semanas posdestete y da paso a la rápida colonización de 
microorganismos patógenos. Debido a las enormes pérdidas económicas por 
diarreas y otras  disfunciones gastrointestinales el uso de una cepa como la L605 
aislada de la leche de cerda, puede promover un efecto positivo en la replicación 
de los microorganismos benéficos para el mantenimiento de la salud del 
hospedero. 
 
La bacteria acido láctica L605 proporciona efectos benéficos de salud en los 
lechones posdestetos debido a que disminuye la incidencia de diarreas. Algunos 
autores establecen que la inoculación de especies de BAL como Lactobacillus 
helvicus, Lactobacillus brevis, presentan en la producción porcina (Warren et al., 
2007; Pluske, 2005; Sheppach, 1994) una reducción de bacterias no benéficas 
como Escherichia coli que en ocasiones generan pérdidas tanto de salud como 
económicas debido a la incidencia de antibiótico como cocideocidas que 
generalmente crean resistencia a bacterias no benéficas en el hospedero. 
51 
 
La cepa L605 presentó un comportamiento de bacteria acido láctica debido a 
que microbiológicamente mostró una buena adhesión a mannosa que 
presumiblemente, beneficia al hospedero debido a que mejora la modulación de 
la microflora intestinal del lechón. 
 
Estos resultados nombrados acerca de que la cepa, L605 es una opción al uso 
de antibiótico estan acorde con Fuller, 1997. Gilliland, 1980. Schrezenmeir, 2001. 
Vvanhoutteet all, 2006 yHavenaar, 1992. Quienes anotaron que la utilización de 
probioticos aislados de una especie, para ser inoculado en otro tipo de especie 
diferente de donde se obtuvo, en ocasiones no muestran efectos viables para el 
animal en condiciones de sanidad. La utilización de bacterias provenientes de la 
misma especie protege el estado de sanidad en lechones por el destete a 
edades tempranas (21-28 días). 
 
 
Plevy, 2002 encontró que en la producción porcina se han utilizado probióticos 
comerciales de origen no natural es decir bacterias genéticamente manipuladas 
en la alimentación de lechones con concentraciones de BAL 6.0* 1010 UFC/mL. 
Estos datos son muy similares a los encontrados en nuestra investigación los 
cuales provienen de microorganismos naturales aislados de leche de cerda los 
cuales compiten con productos de diferente origen, además de poder colonizar 
más rápido que otras especies el TGI. 
 
Taras, 2007 y Tuomola, 2001 determinaron que las BAL inoculadas en los 
alimentos concentrados, con 24 horas de fermentación y con una temperatura 
promedio 29°C disminuían el pHa 4.5.Valores similares se encontraron para la 
inclusión de la BAL L605 garantizando un valor adecuado de pH para la 
fermentación del alimento en condiciones de campo.  
 
La BAL Lactobacillus plantarum L605 produjo una disminución de signos de 
transito rápido en lechones tal vez asociados a proliferación de microorganismos 
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patógenos, lo anterior está acorde con Jehanno, et al, 1992; Jurado 2013 
quienes demostraron que la inoculación de Lactobacillus plantarum en dietas 
para lechones presentó un número importante de bacterias capaces de controlar 
bacterias patógenas. Esta podría ser una explicación del efecto que realizaron 
las bacterias ácido láctico en el presente estudio. 
 
 Garcia, 2005. Fuller, 1989 y Ziemer, 1998 afirman que las BAL debe poseer 
varias propiedades para ser considerada un buen probiótico: ejercer un efecto 
benéfico en el hospedero, estabilidad de ácidos y sales biliares de forma que 
pueda colonizar el ambiente intestinal y capacidad de adhesión a las superficies 
de las mucosas. 
 
En la investigación que se realizó la BAL L605 se inoculo en el alimento 
balanceado como vehículo, para que pudiese viajar a través del TGI colonizando 
hasta llegar al intestino delgado y colon donde, se presume que hay mayor 
absorción de nutrientes.  Evidenciado mediante la aparición de la cepa en la 
materia fecal esto daría un indicio de que la cepa paso a través de TGI tal vez 
colonizando por esta razón, los animales que se les suministro el alimento 
fermentado con la cepa L605 no presentaron diarrea a los 22 y 26 días de edad 
post destetos mientras que algunos animales del tratamiento control + al cual no 
se adiciono la BAL L605  si presentaron diarrea en la toma de muestra a los 22 y 
26 días de  edad. Las bacterias acido lácticas útilizadas como  probiotico, son 
adicionados a los animales  en un vehículo bien sea el alimento o el agua de 
bebida con el fin de pasar a través del TGI del animal para garantizar que la 
cepa bacteriana ejerza su máximo acción colonizando las paredes TGI  
efectuando una mayor absorción de las materias primas (Castillo et al, 2007). 
 
La prueba realizada mediante la técnica de Q-PCR, permitió cuantificar de 
manera rápida y eficaz la cantidad de Lactobacillus plantarum en  la materia 
fecal entre los  tratamientos evaluados, los días 15, 22, 26 ± 1 de edad del 
animal.  
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Por lo tanto se podría determinar  que lechones a edades tempranas (15 días) la 
carga bacterial de Lactobacillus plantarum suministrada a través del inoculo 
comparada con la carga bacterial nativa suministrada por la toma de leche 
materna en los primeros días de edad  se encuentra en las mismas 
proporciones, asumiendo que los animales en edades jóvenes presentan la 
misma alimentación lactica por esta razón no se encontraron diferencias 
estadísticamente significativas entre los tratamientos evaluados en la materia 
fecal de los animales tratados y no tratados con la bacteria L605.  
Lähteinen, 2013.Kurzak, 1998.Corthesy et al., 2007 y Wells, 2011b.Determinan 
que aunque no se encuentren diferencia significativas en la adición de BAL a la 
alimentación de los lechones con respecto al tratamiento control, si se nota que 
debido a  la inclusión de la bacteria de especie Lactobacillus podría generar una 
inmunomodulacion del TGI 
 
 La prueba permitió determinar de que hay un crecimiento exponencial de 
Lactobacillus plantarum en la inoculación de la dieta antes de ser suministrada al 
animal, indicando fueron óptimas con respecto a las dietas no inoculadas con la 
cepa de interés.  
 
 
Brizuela, 2003 demostró que el  Lactobacillus plantarum es capaz de crecer y 
multiplicarse en presencia de altas concentraciones de sales biliares similares a 
las que se encontraron en el intestino. Resultados encontrados por técnicas 
moleculares en la investigación podrían confirmar la presencia  o ausencia de las 
BAL. 
 
Se observó en pruebas de campo de nuestra investigación que los animales 
tratados con la adición de la cepa L605 Lactobacillus plantarum presentaron 
aceptación al consumo de la dieta fermentada como también valores 
interesantes en la ganancias de peso esta tendencia fue similar a lo reportado 
por Lessard y Brisson 1987, quienes comprobaron que la adición a lechones de 
un producto fermentado por Lactobacillus bulgaricus, Lactobacilluscasei y 
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Streptococcus thermophilus daba un incremento significativo de la ganancia en 
peso y conversión alimenticia del animal. 
. 
En este mismo sentido Song 2000, determina la rápida amplificación de las 
bacterias presentes en el intestino humano mediante la técnica de PCR 
convencional la cual consiste en la amplificación de un gen a través de una 
región conservada  16S–23S rRNA y su visualización mediante un gel de 
agarosa donde el patrón de bandeo es determinado por la cantidad de pares de 
bases del amplicon. 
. 
Por otro lado aunque no fue objeto de estudio, algunos autores como Gómez, 
2008 determino que cuando el destete ocurre a los 35 días de edad, la altura de 
las vellosidades se reduce de 410 a 299 µm en tan solo 3 días, y es más abrupto 
cuando se desteta a los 21 y 28 días de edad. Estos déficit de vellosidades 
podrían ser corregidos con la inclusión de dietas liquidas fermentadas con la 
cepa Lactobacillus plantarum. Se podría inferir que el destete precoz de los 
sistemas de producción porcino no alcanzan en tan poco tiempo la madurez de 
la microflora intestinal limitando el crecimiento de los animales como también el 
estado de sanidad. Se esperarían resultados similares y positivos con la 
inclusión de la cepa L605 como sabemos es un Lactobacillus plantarum aislado 
de la leche de cerda el cual beneficia el animal en su conversión alimenticia 
comprobado por Ocampo en el 2013 con mediciones en campo de la inclusión 
de la cepa L605. 
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6 CONCLUSIÓN Y RECOMENDACIONES 
 
El aislamiento BAL L605 a partir de la leche de cerda mostró resultados de 
interés en la colonización del tracto intestinal de los animales debido a que esta 
bacteria aislada e inoculada sobre el mismo hospedero presenta una acción 
benéfica en el estado de salud del animal mediante la disminución de los 
episodios de diarreas con respecto a los animales que no se inocularon. 
 
La inoculación de la BAL L605 en el alimento concentrado mostró una tendencia 
al aumentar la cantidad de Lactobacillus plantarum en relación a las dietas que 
no fueron inoculadas, siendo un factor benéfico en la etapa crítica del destete 
precoz. 
 
La adición de un microorganismo como la BAL L605 con acción probiótico 
representara una solución preventiva a los problemas de salud de los lechones 
destetos precozmente a productores, debido a que los altos costos se generan 
en la compra de antibióticos. 
 
Las técnicas moleculares permitieron la detección y cuantificación de 
Lactobacillus plantarum en materia fecal. Es un camino técnico ventajoso porque 
no requiere el sacrificio del animal, además de disminuir las pérdidas de 
parámetros productivos por estrés. 
 
La elaboración de primers específicos para la detección de cepa L605 
Lactobacillus plantarum es un aporte importante en la rápida identificación de la 
cepa a nivel molecular para estudios posteriores de evaluación de la bacteria. 
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Se recomienda profundizar el estudio de la cepa bacterial L605 Lactobacillus 
plantarum con parámetros zootécnicos y de morfología del epitelio intestinal, 
dados el potencial mostrado en las pruebas aquí estudiadas.  
 
Se recomienda hacer una serie de muestreos de leche de cerda en diferentes 
unidades de producción porcina del país para establecer comparaciones de la 
bacteria aislada en condiciones del Valle del Cauca como probiótico. 
 
Se recomienda con los Primers ya elaborados correr pruebas moleculares con 
mayor especificidad en la problemática que afronta la porcicultura colombiana en 
el uso de antibióticos, en relación a la prohibición de antibióticos en cerdos en 
Europa. 
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8 ANEXOS. 
 
Anexo A. Preparación de medio de cultivo  lactobacilli MRS Agar. 
 
Composición del medio lactobacilli MRS  
Broth.  REF. 7406 B 
Formula / Liter Total 
Enzymatic Digest of Animal Tissue 10 g 
Beef Extract 10 g 
Yeast Extract 5 g 
Dextrose 20 g 
Sodium Acetate 5 g 
Polysorbate 80 1 g 
Potassium Phosphate 2 g 
Ammonium Citrate 2 g 
Magnesium Sulfate 0.1 g 
Manganese Sulfate 0.05g 
1. Pesar 55 gramos de MRS Broth. 
1. 2. Pesar 15 gramos de  Agar granulado. (Agente Solidificante) 
2. 3. Adicionar  1000 ml de agua destilada. 
3. 4. Colocar un magneto a la solución para incorporar el MRS y el agente 
solidificante y retire el magneto cuando la solución este homogénea. 
4. Autoclavar.  
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5. 5. Dejar reposar en la cámara de flujo laminar y proceder a servir el 
medio, en cajas Petri. 
6. 6. Dejar enfriar las cajas y  almacenarlas a 4˚C.  
 
 
 
 
Anexo B. Preparación de medio de cultivo  Difco Rogosa SL Broth Agar 
Composición de medio Rogosa Broth. REF. 
247810 
Approximate Formula* Per Liter Total 
Pancreatic Digest  of casein 10.0g 
Yeast Extrct 5.0g 
Dextrose 10.0g 
Arabinose 5.0g 
Saccharose 5.0g 
Sodium Acetate 15.0g 
Ammonium Citrate 2.0g 
Monopotassium Phosphate 6.0g 
Magnesium Sulfate 0.57g 
Manganese Sulfate 0.12g 
Ferrous Sulfate 0.03g 
Polysorbate 80 1.0g 
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1. Pesar 59.7 gramos del polvo  Rogosa. 
2. Pesar 15 gramos de Agar granulado. (Agente Solidificante) 
3. Adicionar 1000 ml de agua destilada. 
4. Agregue 1.32 ml de ácido acético glacial. 
5. Colocar un magneto a la solución para incorporar el polvo Rogosa y el agente solidificante y 
retire el magneto cuando la solución este homogénea.  
6. Hervir durante unos 2 o 3 minutos no autoclavar. 
7. Dejar reposar en la cámara de flujo laminar y proceder a servir el medio, en cajas Petri. 
Dejar enfriar las cajas y  almacenarlas a 4˚C.  
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Anexo C. Protocolo de prueba de adhesión a mannosa 
1.) Alistar todo el material y limpiar la zona de trabajo. 
 
2) Medir 10 ml de caldo de MRS en cada tubo, se lleva a autoclave y se agrega 50ul de cultivo de 
bacterias acido lácticas,y otra de Saccharomyces cerevisiae en 10ml de extracto de  Mala, durante 
máximo 24 horas a  una temperatura de 37°C. Para el cultivo de Saccharomyces cerevisiae, en 10 ml 
de extracto de malta agregamos 1 gramo de levadura, o 100 ul de levadura diluida. 
 
3) Pasado  24 horas mezclar y centrifugar el cultivo como también la levadura, eliminar el sobrenadante y 
agregar medio tubo con buffer de fosfato (PBS)  llevar a vortex, centrifugar nuevamente, votar el 
sobrenadante,  y por último agregar 1 ml de (PBS) (este lo utilizo para sembrar en cajas petri y para la 
microplaca). Para la levadura pesar el tubo de centrifugación, el peso inicial con la muestra y  se 
descarta el sobrenadante y se pesa solo la levadura que queda en el fondo, con este peso saco el 1% 
del total.   
PI = 6.4711 
PF = 6.7221 
DIFERENCIA = 0.251 
0.251  100% 
X 1% x = 25 ml 
Para diluir la levadura, tengo que colocar 0.251*100 = 25 ml 
  
4) Procedimiento muestras en tubos eppendorf  
a. Se toma 0.1 ml de la suspensión BAL en PBS y se adiciona 0.1 ml de PBS (1:2) eppendorf  mediano 
log2 = 1  
b. Se toma 0.1 ml de la suspensión BAL en PBS y se adiciona 0.3 ml de PBS (1:4) eppendorf mediano 
log2 = 2  
c. Se toma 0.1 ml de la suspensión BAL en PBS y se adiciona 0.7 ml de PBS (1:8) eppendorf mediano 
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log2 = 3  
d. Se toma 0.1 ml de la suspensión BAL en PBS y se adiciona 1.5 ml de PBS (1:16) a los tubos eppendorf 
mediano log2 = 4  
e. Se toma 0.1 ml de la suspensión BAL en PBS y se adiciona 3.1 ml de PBS (1:32) eppendorf mediano 
log2 = 5  
 
5) Procedimiento en placa microliter 
a) Primero se agrega 0.05 ul de levadura a todos los pozos, excepto a los controles. 
b) Se agrega 0.05 ul de BAL en cada pozo. Incluyendo los controles. 
c) Se agrega 0.05 ul de PBS  en  un lado y  Methyl-α-D-mannopyranoside en el otro lado.  
d) Realiza controles de solo levadura, agregar PBS O Methyl-α-D-mannopyranoside. 
e) Realizar la observación microscópica de cada pozo o cepa bacteriana, de los controles  
f) tanto de bacterias como de levadura. 
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Anexo D. Solución Ringer. 
 
 
1.  
2.  
3.  
4.  
5.  
6. Un  balón  volumétrico de 2000 ml  agregar agua destilada hasta el aforo  y se mezcla 
la solución. 
7. Agregar las soluciones en frascos medibles. 
8. Autoclavar. 
Almacenar a temperatura ambiente 
                    Preparación de solución Ringer 
Nombre Cantidad inicial/g Cantidad total/g 
Cloruro de sodio 8.6 *2 17.2 
Cloruro de potasio 0.3*20. 0.6 
Cloruro de calcio 0.33*2 0.66 
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Anexo E. Protocolo de extracción de DNA de heces fecales. 
Protocolo de extracción de DNA de heces fecales con kit ”QIAamp® DNA Stool mini kit (50) REF. 
51504” 
 
1. En un tubo de microcentrifuga de 2.0 ml, pesar 180 – 220 mg de heces, si está en forma líquida pipete 200 µl esta 
muestra deben estar en hielo. 
2. Añadir de la solución tampón ASL para cada muestra y Vortex por 1 minuto. 
3. Calentar las muestras por 10 minutos a 70 ˚C en el baño maria. 
4. Vortex durante 15 segundos, cada muestra se centrifuga a máxima velocidad (14000 rpm) 
5. En un nuevo tubo de microcentrifuga de 2.0 ml, añadir 1.2 ml de sobrenadante y bote el  sobrenadante. 
6. Añadir una tableta de inhibitex a cada tubo de microcentrifuga  y agitar inmediatamente y continuamente por 1 
minuto, incubar por 1 minuto a temperatura ambiente. 
7. Centrifugar las muestras a máxima velocidad por 3 minutos. 
8. En un nuevo tubo de microcentrifuga de 1.5 ml, añadir todo el sobrenadante, descartar el sedimento y centrifugar  
la muestra por 3 minutos a máxima velocidad. 
9. Pipetear 15 µl de proteinasa k en un nuevo tubo de microcentrifuga de 1.5 ml. 
10. Añadir 200 µl del sobrenadante del paso # 8 en el tubo de microcentrifuga que contiene la proteinasa k. 
11. Añadir 200 µl de la solución de buffer AL y agitar por 15 segundos. 
12. Incubar a 70 ˚C durante 10 minutos y centrifugar a máxima velocidad por 1 minuto para eliminar residuos en la 
tapa. 
13. Adicionar  200 µl de etanol a una concentración (96 – 100%) al lisado y mesclar con el Vortex, y centrifugar a 
máxima velocidad por 1 minuto para eliminar residuos en la tapa. 
14. Etiquetar la tapa de la mini columna QIAamp y el tubo de recolección, verter cuidadosamente el lisado del punto 
#13 a la columna de centrifugación sin humedecer las membranas, cerrar la tapa y centrifugar a máxima velocidad 
por 1 minuto, colocar la columna de centrifugado en un nuevo tubo de recolección y desechar el que contiene el 
sobrenadante, cierre la tapa para evitar un efecto de aerosol y centrifugue de nuevo. 
15. Destape cuidadosamente la columna de centrifugación y añada muy suavemente 500 µl de la solución de buffer 
AW1 cierre la tapa y centrifugue a máxima velocidad por 1 minuto colocar la columna de centrifugado en un nuevo 
tubo de recolección y desechar el que contiene el sobrenadante. 
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16. Habrá cuidadosamente la columna de centrifugación y adiciónele 500 µl de la solución de buffer AW2 cierre la tapa 
y centrifugue a máxima velocidad por 3 minutos. 
 
17. Colocar la columna de centrifugado en un nuevo tubo de recolección y centrifugar a máxima velocidad por 1 
minuto en caso de que se encuentre buffer aun sin filtrar. 
 
18. En un un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml debidamente etiquetado colocar la columna de centrifugación y 
adicionar cuidadosamente 100 µl de la solución de rehidratación AE directamente en la membrana y cierre la tapa 
de la columna y incubar por 1 minuto a temperatura ambiente, después centrifugar por 1 minuto a máxima 
velocidad para diluir el DNA, posteriormente almacenarlo a -20 ˚C. 
Fuente: www.Quiagen.com 
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Anexo F. Protocolo de extracción de DNA de lactobacillus. 
Protocolo de extracción de DNA de (lactobacillus) con kit “ Wizard® Genomic 
DNA REF. A1120” 
1. Agregar 1ml de cultivo bacterial a un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml. 
2. Centrifugar a 14000 gravedades (12300 rpm) durante  2 minutos. 
3. Descartar  el sobrenadante. 
4. Repetir el proceso de agregar 1 ml de cultivo de bacteria al tubo de microcentrifuga de 1.5ml. 
5. Repetir los pasos 2, 3 hasta terminar el cultivo de bacteria. 
6. Resuspender las células del cultivo obtenidas en los pasos anteriores en 480 µl de EDTA a 
una concentración de 50 mM. 
7. Adicionar 120 µl de enzima lisozima a una concentración de 10 mg/ml y pipete con cuidado. 
8. Incubar a 37 ˚C  durante 60 minutos. 
9. Centrifugar a 14000 gravedades durante 2 minutos y descartar el sobrenadante. 
10. Adicionar 600 µl de la solución Nuclei Lysis Solution y pipete con cuidado. 
11. Incubar a 80 ˚C  por 10 minutos (Baño maria). 
12. Agregar 1.5 µl de RNASE a una concentración de 10 mg/ml y mezclar por inversión. 
13. Incubar a 37 ˚C por 60 minutos. 
14. Adicionar 200 µl de la solución Protein Precipitation Solution. 
15. Vortex  a las muestras por 20 segundos. 
16. Incubar a temperatura ambiente por 10 minutos. 
17. Centrifugar a 14000 gravedades por 2 minutos. 
18. Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo de microcentrifuga de e.5 debidamente marcado, 
adicionarle 600 µl de isopropanol frio. 
19. Mezcle por inversión hasta ver los hilos del DNA en el tubo de microcentrifuga. 
20. Centrifugar a 14000 gravedades por 2 minutos. 
21. Descartar el sobrenadante y colocar el tubo de microcentrifuga sobre una servilleta invertido 
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para lograr extraer los residuos de isopropanol. 
22. Adicionar al tubo de microcentrifuga 600 µl de etanol a una concentración del 70 % (Frio) e 
invertir el tubo para lavar el pellet, realizar este ejercicio por lo menos unas 2 veces más. 
23. Centrifugar a 14000 gravedades por 2 minutos y descartar el etanol, además de colocar el 
tubo en una servilleta invertido. 
24. Secar a temperatura ambiente o en un speebak sin temperatura. 
25. Adicionar 100 µl de la solución DNA Rehydratation solution al pellet de DNA, incubar a 65 ˚C  
por 1 hora además de verificarlo cada 5 minutos o hasta que el pellet este disuelto en la 
solución. 
26. Guardar los productos de DNA a -20 ˚C 
Fuente: www.promega.com 
 
 
Anexo G. Geles de agarosa. 
Verificación técnica de electroforesis 
%  
agarosa 
Buffer TBE 
0.5X 
Agarosa 
g 
µl de syber 
safe 
0.8 30 mL 0.24 1 
1 200 mL 2.0 4 
1.5 200 mL 3.0 4 
1.8 200 mL 3.6 4 
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Anexo H. Protocolo pGEM® - Tand pGEM® - T Easy vector Systems. 
Protocolo pGEM® - Tand pGEM® - T Easy vector Systems cat #A1360, A1380, A3600, 
AND A3610. 
Clonación de fragmento de interés. 
Ligación.  
Etiquetar de manera correcta los tubos de microcentrifuga (0.2 mL) 
Preparar el coctel pGEM® - T Easy: 
Reactivos Reacción 
2X rapid ligtion buffer T4 AND ligase  5µL 
pGEM® - Tand pGEM® - T Easy vector 1µL 
Product PCR Ajustar cantidades  
Control insert - 
TDNA ligase (3 weiss units/mL) 1µL 
Watter PCR Si hay nesecidad 
Total volumen 10µL 
                  Al realizar el coctel, las muestras se incuban a 4°C por toda la noche. 
Transformación. 
1. Agregar hielo en un recipiente plástico. 
2. Descongelar las células competentes DH5α en el recipiente que contiene el 
hielo. 
3. Encender el baño maría y llevarlo a una temperatura de 42°C. 
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4. Atemperar  medio LB a 25 °C. 
5. Marcar las células competentes con la simbología de las muestras. 
6. Colocar los tubos por 30 minutos en hielo. 
7. Pasados los 30 minutos, colocar las muestras por 1 minuto a 42°C. 
8. Colocar las muestras por 2 minutos en hielo. 
9. Haciendo uso de una cabina de flujo laminar, agregar en un tubo de centrifuga 
de 15 mL agregar 1 mL del caldo LB a cada muestra. 
10. Llevar las muestras a un shaker incubator a 37°C a 220 r.p.m, por una hora. 
11. Pasado este tiempo atemperar las cajas Petri con medio LB agar  
12. Centrifugar  las muestras  a 10000 r.p.m por un minuto. 
13. Descartar el sobrenadante, dejando un poco de medio para poder pipetear muy 
suave sobre el pellet. 
14. En una caja Petri la cual posee medio LB + Xgal + Ampicilina, se procede a 
sembrar la muestra en el medio, mediante el uso de un rastrillo de vidrio el cual esparce 
por toda la caja, sellarla con papel parafil. 
15. Incubar a 37°C por ± 16 horas. 
16. Retirar las cajas Petri de la incubadora y colocarlas a 4°C durante ± 20 minutos 
para parar el crecimiento de la placa y afirmar la coloración azul intenso. 
17. Recortar las numeraciones del masterplate y fijarlo con unas cintas a las cajas 
Petri nuevas con medio LB. 
18. Desarrollar la prueba de clonación en PCR. 
 
 
 
 
 
84 
 
Colony PCR Test. 
Go Taq Amplification 
1X rxn Conct Inicial Reactivos 100 X 
4.85 µl - Agua ultra pura 485.00  µl 
6.50 µl 2 X go Taq®  green master mix 650.00  µl 
0.33 µl 10 pmol/µl Primer Fwd 32.50  µl 
0.33 µl 10 pmol/µl Primer rev 32.50  µl 
1.0 µl  5 ng AND template 100.00  µl 
13 µl - Vol total 1300.00  µl 
 
Programa PCR RAPD's 
stage 1  stage 2  
 
35 
cycles 
stage 3 
stape1 :95°C x 2 min stape1 :94°C x 30 sec stape1 :72°C x 5 min 
- stape2 :50°C x 1 min Hold at 4°C 
- stape3 :72°C x 1 min - 
 
 
20.  Posteriormente servir el coctel en una placa de 96 pozos en donde cada poso, 
con un palillo totalmente estéril se pica las colonias blancas en el plato de PCR, 
después cada palillo se pica en el plato petri  masterplate  teniendo muy en cuenta cual 
fue el repique de cada colonia para así mismo no tener confusión a la hora de correr el 
gel de verificación. 
21. Colocar a crecer la placa del masterplate en una incubadora a 37°C por 24 
horas. 
22. Correr la placa de 96 pozos con las condiciones del programa anteriormente 
descritas. 
23. Almacenar las cajas Petri a 4°C 
24. Correr un gel de agarosa al 1.5%, con un voltaje de 130 por una hora y media. 
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25. Al determinar por la foto tomada del gel de agarosa, se procede a escoger  
según la numeración del masterplate,  con una punta estéril de 100µl y en cabina de 
flujo laminar se pica la colonia y se procede a depositarla en un tubo de centrifuga de 15 
mL el cual contiene 4 mL de caldo LB + ampicilina. 
26. Colocar a crecer los tubos de centrifuga de 15 mL ya inoculados en shaker 
incubator 37°C a 220 r.p.m  por 16 horas, almacenarlas a 4°C 
 
Kit de extracción de ADN para  Producto de Clonación “Wizard® Plus SV 
Minipreps DNA Purification system’’ cat # A1460. 
 
1. En tubo de microcentrifuga de 2 mL, adicionar con mucho cuidado el contenido 
de los tubos de centrifuga de 15 mL, pasadas las 16 horas de incubación en el shaker 
incubator 37°C a 220 r.p.m.Centrifugar  a 10000g (12300 r.p.m) por 10 minutos. 
2. Descartar el sobrenadante y repetir el ejercicio hasta terminar el contenido de los tubos 
de centrifuga de 15 mL. 
3. Agregar 250 µl de la solución de resuspencion  y pipetear muy suavemente. 
4. Adicionar 250 µl de la solución de  lysis y mezclar por inversión (No vortex) incubar de 1 
– 5 minutos a temperatura ambiente. 
5. NOTA. La solución alcalina no se utiliza puesto que inactiva las endonucleasas 
deteriorando el ADN. 
6. Agregar 350 µl de la solución de neutralización e invertir por 4 minutos. 
7. Centrifugar a máxima velocidad por 10 minutos. 
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Protocolo de purificación  ADN del Plásmido. 
 
1. Colocar una minicolumna debidamente etiquetada en un tubo de recogida. 
2. Transferir el centrifugado a la minicolumna. 
3. Centrifugar a máxima velocidad por 1 minuto y descartar el sobrenadante, coloque de 
nuevo el tubo de recogida. 
4. Adicionar 750 µl de la solución de lavado, previamente diluida con alcohol al 95%. 
5. Centrifugar por 1 minuto a máxima velocidad. 
6. Repetir el proceso pero con 250 µl de la solución de lavado. 
7. Centrifugar a máxima velocidad por 2 minutos. 
8. Transferir la minicolumna a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL. 
9. Agregar 100 µl de agua ultra pura y centrifugar a máxima velocidad por 1 minuto. 
10.  Almacenar el ADN del plásmido a -20 °C, para ser cuantificado. 
 
Anexo I. Programa PCR convencional. 
 
Programa PCR Convencional 
stage 1  stape1 :95°C x 2 min 1 
  stape1 :94°C x 30 sec 35 
stage 2 stape2 :53°C x 1 min 
  stape3 :72°C x 30 sec 
stage 3 stape1 :72°C x 5 min 1 
  Hold at 4°C   
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Anexo J. Kit de extracción de ADN a partir de Geles de Agarosa y/o 
producto de PCR 
Kit de extracción y purificación de ADN a partir de Producto de PCR y/o Geles de 
agarosa “Wizard® SV Gel and PCR clean – up system, cat # A9280” 
A partir de geles de agarosa. 
1. Visualizar la banda de interés en el gel de agarosa a través de una cámara de luz uv. 
2. Coger  un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml, pesarlo y registrar el peso, cortar el 
fragmento de interés del gel de agarosa y colocarlo en un tubo de microcentrifuga de 1.5 
ml, posteriormente pesarlo y registrar el peso para poder determinar cuánto pesa en 
realidad el fragmento. 
Nota: El fragmento cortado del gel de agarosa se puede almacenar por menos de una 
semana a -20˚C 
3. Agregar la solución de membrana a razón de 10µl de la solución por cada 10 mg del 
peso del gel de agarosa contenido en los tubos de microcentrifuga. 
4. Vortex al contenido por periodos cortos y agite el contenido hasta que se disuelva bien 
el gel en la solución, de nuevo Vortex, incube a temperatura ambiente mientras las 
partículas se depositan al final del tubo, a temperatura ambiente el gel no se solidificara. 
5. Purificar el contenido del tubo mediante el uso de microcentrifuga y/o bomba de vacío. 
Purificación del ADN a partir de Centrifugación. 
1. Coger una minicolumna de SV etiquetarla  y colocarla en un tubo de recogida. 
2. Transferir el gel disuelto y/o producto de PCR a la minicolumna e incubarla por 1 minuto 
a temperatura ambiente. 
3. Centrifugar la minicolumna a 16000 xg (12300 rpm) por 1 minuto, remueva la 
minicolumna del tubo de recogida y descarte el sobrenadante, coloque de nuevo la 
minicolumna en el tubo de recogida. 
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4. Adicionar 700µl de la solución de lavado de membrana, la cual previamente esta diluida 
en alcohol al 95% a la minicolumna, centrifugar por 1 minuto a 16000 xg (12300 rpm), 
retire con cuidado la columna del tubo de recogida sin que toque la solución descarte el 
sobrenadante y coloque de nuevo la minicolumna en el tubo de recogida, agregue 500µl 
de la solución de lavado de membrana y centrifugue por 5 minutos a 16000 xg (12300 
rpm). 
5. Descarte el sobrenadante, pero retirando  con cuidado la columna del tubo de recogida 
sin que toque la solución, coloque la minicolumna en el tubo de recogida y centrifugue 
por 1 minuto a 16000 xg (12300 rpm) para eliminar cualquier presencia de solución. 
6. Transferir la minicolumna a un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml, previamente marcado 
y con cuidado aplíquele sobre la membrana de la minicolumna 30µl de agua libre de 
RNASA sin tocar la membrana con la pipeta, incube a temperatura ambiente por 1 
minuto y posteriormente centrifugue por 1 minuto  a 16000 xg (12300 rpm). 
7. Descarte la minicolumna y almacene el tubo que contiene el ADN total diluido  a -20˚C. 
Fuente: www.promega.com 
 
